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« Ce chapitre sera court, car on ne doit pas beaucoup parler de ce qu’on
connait peu. Mais quelque chose doit cependant être dit. Lorsqu’on est au
courant de la façon si judicieuse dont les abeilles construisent leurs alvéoles
hexagonaux, de leurs possibilités de dressage, de l’habilité avec laquelle elles
envoient leurs compagnes vers le butin qu’elles ont découvert, de l’énergie avec
laquelle elles évincent les faux bourdons au moment où ceux-ci ne sont plus
d’aucune utilité à la colonie, on est tentés de leur reconnaitre un degré appré-
ciable d’intelligence. Pourtant, l’utilité d’un acte ne prouve pas encore qu’il
ait été fait après réﬂexion. Nous disons que quelqu’un exécute un acte raison-
nable lorsque, mettant à proﬁt ses expériences antérieures, il fait ce qu’il faut
dans une situation nouvelle, inaccoutumée. Pour cela, il faut donc pouvoir
se souvenir des événements antérieurs, saisir la situation actuelle, et mettre
mentalement celle-ci en rapport avec les images qu’évoque la mémoire. La
première de ces conditions, une bonne mémoire, est réalisée chez les abeilles.
Les expériences de dressage dont il fut question dans les chapitres précédents
nous ont amplement donné l’occasion de nous en convaincre. Si on les dresse
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à une couleur, c’est encore vers elle que les ouvrières voleront pour y chercher
de la nourriture, après plusieurs jours pendant lesquels le mauvais temps les
a empêchées de sortir ; c’est pendant des semaines, et probablement jusqu’à
la ﬁn de leur vie, qu’elles garderont le souvenir d’un parfum auquel on les a
dressées, même si on le leur avait radicalement enlevé après peu de temps. On
ne peut pas mettre en doute non plus le fait que les abeilles soient capables
de faire certaines associations mentales [...] Nous ne pouvons cependant guère
évaluer leurs aptitudes intellectuelles, vu les limites extrêmement étroites dans
lesquelles elles se cantonnent [...]. Personne ne peut dire avec certitude si les
abeilles ont quelque conscience de leurs agissements. Personne non plus n’a en-
core pu découvrir comment leurs aïeux ont acquis leurs aptitudes que chaque
génération reçoit aujourd’hui, toutes prêtes, en héritage. »
Karl von Frisch, Prix Nobel de médecine (1886 - 1982)
Vie et mœurs des abeilles (p 209 - 212).
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Ceci constitue la liste des abréviations les plus utilisées dans ce manuscrit
de thèse. Les noms complets seront également donnés dans le corps du texte
dès la première apparition du terme correspondant. Pour les termes en Fran-
çais, en particulier anatomiques, une correspondance en Anglais est indiquée
aﬁn de faciliter la lecture de certaines ﬁgures.
5HT : sérotonine.
ACh : acétylcholine.
ALT (m, l ; anciennement ACT) : tract antennaire lobe (médian, latéral ;
anciennement tract antenno-cérébral).
AMPc : adénosine mono-phosphate cyclique.
APL : neurone antérieur pair latéral.
ARN (si, ds) : acide ribo-nucléique (petit interférent, double brin).
CGP : acide phosphinique [(2S)-3-[[(1S)-1-(3,4-Dichlorophenyl) ethyl] amino]-
2-hydroxypropyl] (phenylmethyl) hydrochloride.
CK : cellule de Kenyon (ou KC en Anglais).
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CL : corne latérale (ou LH en Anglais).
CP : corps pédonculés (ou MB en Anglais).
FN : neurone récurrent (feedback neuron en Anglais).
GABA : acide gamma-aminobutyrique.
GMPc : guanosine mono-phosphate cyclique.
IIE : intervalle inter-essais.
IL : interneurone local.
INL : inter-neurone de la corne latérale.
LA : lobe antennaire (ou AL en Anglais).
LGIC : canal ionique (ligand-gated ion channel en Anglais).
MCT : mémoire à court terme (ou STM en Anglais).
MLT : mémoire à long terme (ou LTM en Anglais).
MMT : mémoire à moyen terme (ou MTM en Anglais).
NA : nerf antennaire.
NC : neurone centrifuge (ou CN en Anglais).
NP : neurone de projection (ou PN en Anglais).
NSO : neurone sensoriel olfactif.
PCT : tract protocérébro-calical.
PBS : tampon phosphate salin.
PK : protéine kinase.
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PTX : picrotoxine.
RDL : sous-unité "résistance à la dieldrine".
RED : réﬂexe d’extension du dard (ou SER en Anglais).
REP : réﬂexe d’extension du proboscis (ou PER en Anglais).
RISC : complexe enzymatique (RNA-induced silencing complex en An-
glais).
RCA : réponse conditionnée (à A).
RCPG : récepteur couplé aux protéines G.
RI : réponse inconditionnelle.
SC : stimulus conditionnel.
SC
−
: stimulus conditionnel non renforcé.
SC+ : stimulus conditionnel renforcé.
SI : stimulus inconditionnel.




« La vie doit être une éducation incessante ; il faut tout apprendre, depuis
parler jusqu’à mourir » écrivait Gustave Flaubert.
Faire face aux changements de leur environnement, aux inattendus, aux
conditions nouvelles - souvent sources de danger - les animaux doivent en
permanence être capables de percevoir et d’interpréter toutes les stimulations
sensorielles qu’il perçoivent. Leur odorat, leur ouïe, leur vue, leur toucher et
leur goût captent des informations essentielles qui sont alors transmises au
cerveau, et qui génèrent une représentation mentale de l’environnement : de
quoi s’agit-il, est-ce dangereux, est-ce connu ? Pour comparer les signaux re-
çus à ses propres expériences passées et adopter un comportement adéquat,
l’animal doit pouvoir apprendre et mémoriser les liens de cause à eﬀet qui
unissent les diﬀérents stimuli sensoriels qu’il extrait de son monde. Le système
sensoriel périphérique, à l’interface de l’organisme et de son milieu, transmet
au cerveau ces signaux, qui intègre et traite esnuite les informations aﬁn d’en
conserver la trace mnésique qui sera rappelée ultérieurement lorsque l’individu
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rencontrera de nouveau cette situation. Les facultés d’apprentissage sont de-
puis longtemps bien connues chez de nombreuses espèces animales, y compris
beaucoup d’ordres d’insectes et en particulier chez l’abeille domestique Apis
mellifera. Le mode de vie social de ce petit hyménoptère grand pollinisateur et
ses comportements étonnement complexes fascinent depuis des siècles les natu-
ralistes, qui ont cherché à décrire et comprendre ces extraordinaires capacités
de communication, d’apprentissage et de mémoire. Karl von Frisch décrit pour
la première fois en 1953 comment une abeille communique la localisation d’une
source de nourriture aux autres butineuses, au travers d’une danse caractéris-
tique qui « porte les abeilles voisines au comble de l’émoi [...] la danse dans
la ruche annonce la découverte d’une riche récolte ». Passée cette ère où les
naturalistes décrivaient leurs observations sans entrer dans la « boîte noire »
qu’est le cerveau aﬁn d’en expliquer les principes biologiques et l’organisation
anatomique corrélée aux comportements, l’abeille apparait dès les années 1940
comme un bon modèle d’étude de l’apprentissage associatif de type Pavlovien,
où l’on apprend à l’animal à associer un stimulus sensoriel à sa conséquence
prédictive porteuse d’une signiﬁcation biologique, telle qu’une récompense ali-
mentaire ou un renforcement nociceptif. Frings met au point en 1944 le condi-
tionnement du réﬂexe d’extension du proboscis (ou encore REP) à l’odeur de
coumarine, puis à des lumières colorées par Kuwabara en 1957. Takeda est le
premier à mettre au point un protocole rigoureux de conditionnement du REP
à des odeurs pures de synthèse [1], qui est repris et amélioré par la suite par
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Bitterman quelques années plus tard [2]. Ces prémices ont permis l’essor d’une
riche série de travaux employant l’abeille comme un modèle clé d’étude pour la
compréhension de l’apprentissage et de la mémoire chez l’insecte. Ces travaux
ont progressivement amené le monde scientiﬁque à réévaluer la place attribuée
aux diﬀérentes espèces animales au sein d’une prétendue hiérarchisation des
capacités cognitives, auparavant monopolisée par quelques vertébrés, singes,
chiens, oiseaux et cétacés, dont seul le cerveau complexe et développé était
considéré comme digne de produire des comportements et des habilités aussi
développés et admirables.
C’est au sein de cette riche histoire des études portant sur les facultés d’appren-
tissage chez l’abeille que j’ai souhaité inscrire mon travail de thèse. Eﬀectué
au Centre de Recherches sur la Cognition Animale d’octobre 2012 à octobre
2015 sous la direction de Martin Giurfa et Guillaume Isabel, ce travail se pro-
pose d’identiﬁer quelles sont les structures cérébrales chez l’abeille qui sont
spéciﬁquement requises lors des formes complexes et ambigües d’apprentissage
associatif, c’est-à-dire relevant de centre nerveux associatifs de haut rang et
nécessitant des capacités cognitives d’ordre supérieur à de simples associations
linéaires entre événements.
Au cours de ces trois années de thèse, nous avons combiné des approches
comportementales à des techniques pharmacologiques invasives permettant de
décrypter les mécanismes biologiques à l’œuvre dans le cerveau lors de l’acqui-
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sition d’une tâche mentale complexe.
Ce travail a permis de mettre en lumière le rôle primordial joué par une popula-
tion particulière de neurones récurrents inhibiteurs au sein d’une aire cérébrale
appelée corps pédonculés, dans ces formes élaborées d’apprentissage, et ouvre
un tout nouveau volet d’études à explorer dans ce domaine.
xii
Certes, je ne crois pas que les abeilles se livrent à ces calculs
compliqués, mais je ne crois pas davantage que le hasard ou la seule
force des choses produise ces résultats étonnants.




1 Contexte Scientiﬁque 1
1.1 Le modèle, l’abeille Apis mellifera. . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.1.1 Généralités et biologie de l’abeille. . . . . . . . . . . . . . 3
1.1.2 Capacités d’apprentissage et de mémoire. . . . . . . . . . 5
1.1.3 Apprentissage et mémoire de l’abeille au laboratoire. . . 9
1.1.4 Les formes élaborées d’apprentissage. . . . . . . . . . . . 15
1.2 La transmission du signal olfactif. . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
1.2.1 Les neurones sensoriels olfactifs des antennes. . . . . . . 23
1.2.2 Les lobes antennaires. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
1.2.3 La corne latérale. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
1.2.4 Les corps pédonculés. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
1.2.5 La neurotransmission du signal olfactif. . . . . . . . . . . 28
1.3 La transmission du signal gustatif. . . . . . . . . . . . . . . . . 28
1.3.1 Les voies anatomiques du signal gustatif. . . . . . . . . . 28
1.3.2 La neurotransmission du signal gustatif. . . . . . . . . . 30
1.4 La transmission du signal nociceptif. . . . . . . . . . . . . . . . 31
xv
1.5 Les neurones récurrents des corps pédonculés. . . . . . . . . . . 33
1.5.1 Anatomie et organisation des neurones récurrents. . . . . 33
1.5.2 Fonctionnalité et caractéristiques physiologiques. . . . . . 37
1.6 Le GABA et ses récepteurs. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
1.6.1 Les récepteurs au GABA chez le vertébré. . . . . . . . . 43
1.6.2 Les récepteurs au GABA chez l’insecte. . . . . . . . . . . 43
1.7 Les objectifs de la thèse. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
2 Matériel et Méthodes 51
2.1 Manipulation des abeilles. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
2.2 Injections pharmacologiques. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
2.2.1 Choix des antagonistes du GABA . . . . . . . . . . . . . 53
2.2.2 Préparation et établissement des doses. . . . . . . . . . . 54
2.2.3 Matériel opératoire et injections. . . . . . . . . . . . . . 59
2.3 Expériences comportementales. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
2.3.1 Préparation des odeurs. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
2.3.2 Protocoles de conditionnement appétitif. . . . . . . . . . 62
2.3.3 Protocole de conditionnement aversif. . . . . . . . . . . . 72
2.4 Analyse statistique des données et rédaction. . . . . . . . . . . . 78
3 Apprentissage de l’Inversion de Consigne 81
3.1 Rôle général des corps pédonculés dans l’apprentissage de l’in-
version de consigne. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83
xvi
3.2 Rôle des récepteurs ionotropiques au GABA des calices dans
l’inversion de consigne. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
3.2.1 Injection de PTX dans les calices au cours d’une inver-
sion de consigne. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
3.2.2 Injection contrôle de PTX dans les calices au cours d’un
apprentissage simple. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
3.2.3 La parcimonie dans les résolutions du problème. . . . . . 100
3.2.4 Injection de PTX dans les calices avant une extinction
de mémoire. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
3.3 Rôle des récepteurs métabotropiques au GABA dans l’inversion
de consigne. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
3.4 Le signal GABAergique est requis au niveau des calices des corps
pédonculés. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
3.4.1 Injection de PTX dans les lobes au cours d’une inversion
de consigne. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113
3.4.2 Injection contrôle de PTX dans les lobes au cours d’un
apprentissage simple. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116
4 Apprentissage du Feature Négatif 121
4.1 Rôle des récepteurs au GABA dans l’apprentissage appétitif du
feature négatif. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124
4.1.1 Injection de PTX dans les calices au cours d’un appren-
tissage appétitif du feature négatif. . . . . . . . . . . . . 124
xvii
4.1.2 Injection de PTX dans les calices avant un apprentissage
appétitif rallongé du feature négatif. . . . . . . . . . . . . 128
4.1.3 Injection contrôle de PTX dans les calices au cours d’un
apprentissage simple. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 132
4.1.4 La parcimonie dans les résolutions du problème appétitif
de feature négatif. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 135
4.2 Le signal GABAergique est requis au niveau des calices des corps
pédonculés. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 138
4.2.1 Injection de PTX dans les lobes au cours d’un appren-
tissage appétitif du feature négatif. . . . . . . . . . . . . 138
4.2.2 Injection contrôle de PTX dans les lobes au cours d’un
apprentissage simple. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141
4.3 Rôle des récepteurs au GABA dans l’apprentissage aversif du
feature négatif. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145
4.3.1 Mise en évidence princeps de l’apprentissage ambigu aver-
sif. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 145
4.3.2 Injection de PTX dans les calices au cours d’un appren-
tissage aversif de feature négatif. . . . . . . . . . . . . . . 152
4.3.3 Injection contrôle de PTX dans les calices au cours d’un
apprentissage aversif simple. . . . . . . . . . . . . . . . . 155
4.3.4 La parcimonie dans les résolutions du problème aversif
de feature négatif. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 156
xviii
5 Discussion Générale 161
5.1 Exploration des capacités cognitives chez l’abeille. . . . . . . . . 161
5.2 Les stratégies mises en jeu dans la résolution d’ambigüités. . . . 166
5.3 Utilisation de la pharmacologie lors de processus cognitifs de
haut niveau. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 181
5.4 Rôle des récepteurs au GABA dans les apprentissages ambigus. 186
5.5 Les apprentissages ambigus aversifs et appétitifs dépendent des
mêmes réseaux. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 188
5.6 Intérêt écologique et évolutif des capacités cognitives. . . . . . . 194
6 Perspectives Générales 199
6.1 Exploration des caractéristiques pharmacologiques du signal GA-
BAergique. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 200
6.2 Remplacer la méthode pharmacologique par la technique d’in-
terférence ARN. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 202
6.3 Quelle relation entre la latéralisation et les apprentissages com-
plexes ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 204
6.4 Comment le niveau de similarité des odeurs inﬂuence la perfor-
mance ? . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 207











We’ve always deﬁned ourselves by the ability to overcome the im-
possible. And we count these moments. These moments when we dare
to aim higher, to break barriers, to reach for the stars, to make the
unknown known. We count these moments as our proudest achie-
vements. But we lost all that. Or perhaps we’ve just forgotten that
we are still pioneers. And we’ve barely begun. And that our greatest
accomplishments cannot be behind us, because our destiny lies above
us.
– Joseph A. Cooper, Interstellar.
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2
1.1. Le modèle, l’abeille Apis mellifera.
1.1 Le modèle, l’abeille Apis mellifera.
1.1.1 Généralités et biologie de l’abeille.
L’abeille domestique mellifère Apis mellifera est un insecte de l’ordre des
Hyménoptères, qui regroupe également d’autres espèces d’abeilles - solitaires
ou sociales - les guêpes, frelons, fourmis, présentées dans la Figure 1.1 (page 4).
Cet ordre comprend toutes les espèces connues d’insectes présentant un mode
de vie eusocial, caractérisé notamment dans les travaux de Wilson [3] par une
division des adultes en castes reproductives et partiellement non-reproductives,
un chevauchement de générations, et enﬁn par des soins apportés aux jeunes
de la part de castes spécialisées non-reproductives. Chez l’abeille, la reine pro-
duit plusieurs milliers d’œufs par jours, disposés dans les alvéoles centrales
des rayons formant le couvain ouvert, également appelé non operculé, dont
prennent soin les abeilles nourrices. Après l’éclosion des œufs au bout de 3
jours de développement, les ouvrières nourrissent continuellement la larve qui
se développe et augmente fortement de volume. Lorsque celle-ci atteint la ﬁn
de sa période larvaire 6 jours plus tard, les nourrices scellent l’alvéole qui com-
pose alors le couvain fermé, ou operculé, au sein duquel la larve se transforme
en nymphe puis en abeille adulte qui émerge de façon autonome au bout de
12 jours. La durée de vie de la reine peut atteindre plusieurs années, tandis
que celle des abeilles ouvrières est variable selon les générations ; celles nais-
sant durant la belle période du printemps-été vivent de 45 à 60 jours, alors
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que celles émergeant durant la mauvaise saison automne-hiver peuvent vivre
plusieurs mois. Les œufs ayant été fécondés donnent naissance aux femelles
Figure 1.1 – Les Hyménoptères constituent un ordre d’insectes très varié.
Ici, quelques espèces représentatives (de gauche à droite) : un symphyte, une
guêpe, une fourmi et une abeille domestique. Modiﬁé d’après la librairie en
ligne de John R. Meyer, North Carolina State University (2009).
diploïdes, tandis que ceux non fécondés donnent naissance à des mâles repro-
ducteurs haploïdes. Parmi les larves femelles, la majorité est destinée à faire
partie de la caste ouvrière, tandis qu’une minorité génère de futures reines
destinées à essaimer de nouvelles colonies. Celles-ci ont alors la particularité
d’être nourries au cours du stade larvaire avec de la gelée royale, une substance
produite par les nourrices qui est nécessaire à la diﬀérenciation en femelle re-
productive notamment par l’augmentation du développement et de la taille des
ovaires. En dehors de la reproduction assurée par les mâles et femelles sexuées,
la division des tâches chez l’abeille repose sur les diﬀérents âges des ouvrières
et constitue alors un cas typique de polyéthisme d’âge. Au début de leur vie
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juste après leur émergence, les jeunes ouvrières assurent les fonctions de type
nettoyeuse et nourrice par l’entretien de la ruche et les soins apportés au cou-
vain. Lorsqu’elles sont âgées de 10 à 20 jours, les abeilles s’éloignent du cœur
de la ruche pour devenir des gardiennes et assurent la défense de leur colonie
contre les dangers, et notamment contre la concurrence par d’autres colonies
ou par les attaques de frelons. Enﬁn les abeilles les plus âgées, au-delà de 20
jours, quittent la ruche pour les activités de fourragement, en collectant l’eau,
le nectar et le pollen des ﬂeurs alentours nécessaires à la survie de la ruche et
la constitution des réserves alimentaires essentielles pour passer la mauvaise
saison hivernale [4].
1.1.2 Capacités d’apprentissage et de mémoire.
En dépit de la simplicité apparente et de la taille réduite de leur cerveau,
les abeilles se révèlent capables de capacités cognitives et de comportements
très élaborés, ce qui en fait d’excellents modèles, largement utilisé dans de
nombreux pays depuis des années, pour les études en neurobiologie cognitive
chez l’invertébré mais également pour comprendre les mécanismes molécu-
laires, cellulaires et neuronaux sous-jacents aux comportements communs à de
nombreuses espèces animales, dont les vertébrés [5].
Le répertoire comportemental extrêmement riche de certains insectes, dont les
abeilles en particulier, est intimement lié à l’évolution d’un mode de vie social
au sein d’une colonie, et leurs capacités sensorielles ainsi que leurs performances
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motrices sont très développées. Leur sens de l’odorat notamment est très aﬃné
puisque les abeilles sont capables de distinguer un large panel d’odeurs parfois
très semblables chimiquement [6, 7] y compris des mélanges odorants proches
de ce qu’elles peuvent rencontrer dans la nature en terme de bouquets ﬂoraux.
En 1953, Karl von Frisch traite dans Vie et mœurs des abeilles de la capacité
des abeilles en libre vol à mémoriser une odeur associée à une récompense.
Son expérience, certes rudimentaire mais néanmoins élégante, de dressage au
parfum consistait à habituer des butineuses libres d’aller et venir à une boite
renfermant à la fois une rose émettant un parfum et un petit pot d’eau sucrée
qui représente pour les abeilles une réelle récompense. Après quelques jours à
les laisser venir se ravitailler, von Frisch propose alors aux abeilles plusieurs
boites identiques et constate que les butineuses se dirigent sans hésitation vers
la seule contenant la rose. Par cette expérience toute simple, il montre que les
abeilles sont capables non seulement de percevoir le bouquet ﬂoral de la ﬂeur
proposée, mais également de mémoriser l’association établie pendant plusieurs
jours entre ce parfum et la récompense sucrée. Dans la nature, ce phénomène
d’apprentissage associatif et de la mémoire qui est générée est intrinsèque aux
mécanismes de la constance ﬂorale, un comportement exprimé par les buti-
neuses et qui consiste à restreindre leur activité de fourragement à seulement
quelques espèces ﬂorales tant que celles-ci fournissent du nectar [8]. Dès lors
que la période de ﬂoraison de l’espèce se termine, les abeilles ajustent leur
comportement et cessent de venir les butiner pour se réorienter vers d’autres
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ﬂeurs qui se mettent à produire pollen et nectar. La constance ﬂorale semble
reﬂéter la capacité d’apprendre les caractéristiques des ﬂeurs, en se basant sur
leur couleur, leur odeur, leurs motifs, et celle de les exploiter comme indices
de la récompense alimentaire associée. La complexité et la richesse du com-
portement des abeilles sont une chance pour l’étude de l’apprentissage et de
la mémoire. Néanmoins, les travaux préliminaires réalisés par von Frisch par
exemple se heurtent à plusieurs limites - méthodologiques et techniques - pour
qui veut aborder l’étude des bases neurobiologiques des fonctions cognitives
démontrées ici.
D’une part, l’étude rigoureuse des bases neurobiologiques de l’apprentissage
requiert de la part de l’expérimentateur de maitriser le protocole employé aﬁn
d’éviter l’inﬂuence de biais éventuels, et ceci en passant par le contrôle des
paramètres intrinsèques aux informations perçues par l’animal. Maitriser le
protocole permet ainsi d’en assurer la reproductibilité expérimentale et la ro-
bustesse au cours du temps, mais également dans d’autres lieux ou par d’autres
personnes, dès lors que les conditions établies dans l’expérience princeps sont
respectées.
D’autre part, la réponse comportementale évoquée par l’animal doit être quan-
tiﬁable et donc reposer sur des critères objectifs de réussite, de durée, ou sur
tout autre score de performance ne faisant pas appel à une interprétation sub-
jective. Lorsque c’est l’abeille elle-même qui est au contrôle de la situation, qui
n’est alors pas gérée par l’expérimentateur, il devient impossible de contrôler
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les stimuli conditionnels et inconditionnels, à la fois en terme de temps, d’in-
tensité ou de reproductibilité. Enﬁn, il est primordial pour la poursuite de ces
études neurobiologiques que le cerveau soit accessible aux techniques invasives
comme la pharmacologie, l’électrophysiologie, ou encore l’imagerie calcique, et
ceci n’est donc plus compatible à la simple observation des comportements
d’abeilles en libre vol.
Aﬁn de réunir tous ces critères, l’expérimentateur doit donc passer des observa-
tions de terrain aux conditions contrôlées d’un laboratoire, au sein duquel des
protocoles rigoureux et standardisés de conditionnement peuvent être dévelop-
pés sur des animaux en contention pour permettre l’expérimentation dans des
conditions pourtant restrictives et stressantes pour l’animal. Les protocoles les
plus utilisés pour l’étude de l’apprentissage associatif chez l’abeille reposent
généralement sur le conditionnement du réﬂexe d’extension des pièces buc-
cales, constituées notamment par le proboscis, également appelé trompe, dans
le cadre de l’étude de la modalité appétitive. Ce réﬂexe est exprimé chez des
abeilles aﬀamées, à chaque fois que les récepteurs gustatifs présents sur les
tarses, les antennes ou les pièces buccales entrent en contact avec une solu-
tion sucrée. De la même façon, les animaux peuvent également être soumis
à un conditionnement du réﬂexe d’extension de leur dard s’il s’agit d’explo-
rer la modalité aversive. Ce réﬂexe est, dans ce cas, déclenché au laboratoire
par une stimulation électrique de l’organisme [9, 10]. Dotée d’un système ner-
veux central relativement simple ne comportant que 960 000 neurones [11] en
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Figure 1.2 – Réﬂexe d’extension du proboscis, inné ou conditionné par un
apprentissage associatif appétitif. D’après Matsumoto et coll. (2012) [12].
comparaison aux 85 milliards du cerveau humain, l’abeille permet à l’expéri-
mentateur d’accéder aisément aux mécanismes et à l’organisation neuronale
des processus de l’apprentissage et de la mémoire.
1.1.3 Apprentissage et mémoire de l’abeille au labora-
toire.
Le conditionnement du réﬂexe d’extension du proboscis (REP) est un ap-
prentissage associatif qui suit strictement le schéma de type Pavlovien, qui
consiste à faire associer à l’abeille la présentation simultanée (ou légèrement
décalée dans le temps) d’un stimulus initialement neutre comme une odeur ou
une couleur, appelé stimulus conditionnel (SC) à un stimulus inconditionnel
(SI) porteur d’une signiﬁcation biologique, comme par exemple une récompense
appétitive. Dans le cas du conditionnement olfactif appétitif reposant sur une
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association entre odeur et sucre, la congruence des deux stimuli est facilement
acquise par l’abeille car cela fait partie de son répertoire comportemental na-
turel, lorsque au cours du butinage elle associe l’odeur d’une ﬂeur à la présence
de nectar. Ce conditionnement exploite l’existence d’une boucle-réﬂexe appé-
titive entre les antennes et les motoneurones extenseurs du proboscis, l’abeille
sortant de façon automatique ses pièces buccales lorsque ses antennes entrent
en contact avec une substance sucrée. L’extension conditionnée du proboscis
est représentée dans la Figure 1.2 (page 9). L’expérimentateur fait alors usage
de ce réﬂexe pour pouvoir donner la récompense à l’abeille de façon congruente
à l’odeur par le simple fait de toucher les antennes avec une solution sucrée,
généralement apportée sur une petite pique en bois ou une micropipette. La
répétition de cette association induit l’établissement d’une trace associative
dans le cerveau de l’animal, qui répond alors à la seule présentation de l’odeur
conditionnée. Cet apprentissage est largement employé depuis une cinquan-
taine d’années [12,13], et permet non seulement d’accéder aux bases neuronales
impliquées dans ces processus, mais est également propice à l’élaboration de
nombreuses variantes dans l’idée de rajouter de la complexité, notamment par
des stimulations mixtes multi-sensorielles (visuelles, gustatives, olfactives ou
encore mécaniques), ou de combiner des approches de pointe comme l’imagerie
calcique in vivo, l’électrophysiologie ou les techniques de cages moléculaires.
Avant le conditionnement, l’odeur seule (SC) ne déclenche aucune réponse com-
portementale car elle n’est porteuse d’aucune signiﬁcation innée pour l’animal.
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Au cours des essais répétés du conditionnement, la présentation de la récom-
pense sucrée (SI) est simultanée - ou légèrement retardée dans le temps - à
l’application de l’odeur [2], ce qui permet avec le temps la formation d’une
mémoire de cette association qui est d’autant plus renforcée que la présenta-
tion odeur/sucre est répétée et que les essais sont suﬃsamment espacés dans
le temps [14]. La mémoire qui en découle peut être restituée par la simple
présentation de l’odeur seule qui suscite alors l’extension du proboscis par an-
ticipation de la récompense associée ; cette mémoire s’exprime jusqu’à plusieurs
jours après le conditionnement (mémoire dite à long terme) et dès la ﬁn de la
consolidation (mémoire à court et moyen terme). Plusieurs phases de mémoire
ont été identiﬁées, et seront discutées plus loin.
La première étude rapportée d’un conditionnement olfactif du REP en labo-
ratoire a été menée par Takeda [1] suite aux travaux de Kuwabara dans les
années 50 sur le conditionnement visuel associatif entre une lumière et une
récompense sucrée. Bitterman améliore par la suite le protocole [2] qui consti-
tue de nos jours la base de toutes les méthodes de conditionnement olfactif.
Ces techniques ont permis de découvrir et d’approfondir nos connaissances au
cours des années sur les bases neuronales de l’apprentissage et de la mémoire
chez l’abeille, au niveau anatomique mais également fonctionnel par l’emploi
d’approches d’imagerie, de pharmacologie et d’électrophysiologie.
Plus récemment, un nouveau volet s’est ouvert dans l’histoire des études chez
l’abeille, grâce au conditionnement du réﬂexe d’extension du dard (RED) en
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Figure 1.3 – Réﬂexe d’extension du dard, inné ou obtenu par un apprentissage
associatif aversif. D’après Tedjakumala et coll. (2013) [10].
réponse à la présentation simultanée d’un stimulus conditionnel et d’un léger
choc électrique - en tant que stimulus inconditionnel - qui induit de façon innée
la sortie du dard pour la défense contre l’attaque perçue par l’animal [9, 10].
L’extension conditionnée du dard est représentée dans la Figure 1.3 (page 12).
L’association répétée des stimuli permet, de la même façon qu’en modalité ap-
pétitive par le conditionnement du REP, la formation d’une mémoire qui peut
être restituée par la simple présentation de l’odeur seule qui suscite alors l’ex-
tension du dard par anticipation de la punition associée. Ici encore, plusieurs
phases de mémoire séquentielles sont connues [15]. En revanche, les protocoles
élaborés sur ce conditionnement en modalité aversive ne sont restreints, jus-
qu’à présent, qu’à des variantes limitées en terme de complexité cognitive, à
savoir des apprentissages simples de type absolu et diﬀérentiel [9, 10], qui se-
ront détaillés plus loin dans ce chapitre.
Chez l’abeille, et quelque soient les protocoles associés, on distingue classi-
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quement trois types de mémoire, à savoir les formes de mémoire à court et
moyen terme qui sont labiles, et la mémoire à long terme qui est stable dans
le temps. Cette stabilité s’acquiert par une étape de consolidation impliquant
diﬀérents acteurs génétiques et moléculaires : des facteurs de transcription de
gènes cibles, des protéines kinases (PK), des molécules énergétiques telles que
l’AMPc ou la GMPc notamment. Les diﬀérentes phases connues de la mémoire
chez l’abeille sont représentées, de façon linéaire pour en simpliﬁer la lecture,
dans la Figure 1.4 (page 14). Les phénomènes des phases de mémorisation,
ainsi que leurs mécanismes sous-jacents, ne semblent eﬀectivement pas être
aussi linéaires que tels que représentés dans la ﬁgure, puisqu’il apparait que
ces mécanismes peuvent être indépendants en terme de dynamique de forma-
tion des diﬀérentes mémoires connues [15]. La mémoire qualiﬁée à court terme
dure de quelques secondes à quelques minutes [16, 17], et peut être induite
par un seul essai de conditionnement ; celle à moyen terme dure de quelques
heures à un jour et nécessite pour cela de trois à cinq essais de conditionne-
ment espacés dans le temps par un court intervalle dit inter-essais (IIE). Enﬁn,
la mémoire à long terme peut durer plusieurs jours, voire plusieurs semaines,
et se forme après plusieurs essais de conditionnement espacés. Cette mémoire
peut être subdivisée en mémoire à long terme précoce de 24 à 48 heures après
conditionnement dépendante de la traduction d’ARN messagers déjà présents
(ARNm), et en mémoire à long terme tardive dépendante de la transcription
de nouveaux gènes puis de la traduction de protéines [16]. Cette synthèse de
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Figure 1.4 – Les multiples phases de la formation de la mémoire chez l’abeille.
Le conditionnement du REP en un seul essai entraine la formation de la mé-
moire à court et moyen terme (STM et MTM, en Anglais), tandis que des
essais répétés entraine la formation de la mémoire à long terme tardive puis
précoce (e-LTM et l-LTM, respectivement). Les récepteurs cholinergiques du
circuit olfactif sont activés par une odeur (CS, en Anglais), et le neurone oc-
topaminergique VUMmx1 est activé par le sucre et entraine l’initiation d’une
signalisation représentée en bas. La transition entre la mémoire à court et
moyen terme dépend de la protéine kinase C (PKC). Une voie moléculaire
parallèle impliquant la PKA permet la transition en mémoire à long terme
précoce (e-LTM). La phase tardive dépendante de la traduction (l-LTM) est
initiée par la suite ou en parallèle à la phase précoce. D’après Menzel (2012),
modiﬁé d’après Müller (2002) [16,17].
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protéines de novo va permettre la mise en place de changements structuraux et
de réorganisation des assemblées neuronales permettant l’établissement d’une
trace mnésique stable dans le temps.
L’existence de ces profondes modiﬁcations engendrées par l’établissement d’une
mémoire olfactive associative a été démontrée chez l’abeille au niveau de deux
structures cérébrales décrites plus loin : dans les lobes antennaires (LA) puis
dans les corps pédonculés (CP). Les travaux de Hourcade et coll. [18] ont
démontré qu’après un conditionnement olfactif du REP, il était observé une
augmentation de volume des glomérules des lobes antennaires, qui constituent
les unités structurelles et fonctionnelles au sein desquelles des connexions sont
établies entre les neurones du circuit olfactif et le neurone signalisant la ré-
compense sucrée [18]. De même, des modiﬁcations structurales sont également
visibles au niveau des micro-glomérules des corps pédonculés, qui constituent
aussi un centre de convergence avec le neurone apportant l’information du
sucre [18]. Ces travaux mettent donc en avant la plasticité du cerveau de
l’abeille en relation avec la mise en place de la mémoire associative, et les
structures cérébrales qui sont impliquées sont désormais bien connues et se-
ront détaillées ci-après.
1.1.4 Les formes élaborées d’apprentissage.
Les protocoles de conditionnement développés en laboratoire permettent
d’explorer les capacités cognitives naturelles des animaux. Ils ont permis de
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dépasser la trame classique des sciences du comportement en étudiant des
formes plus élaborées d’apprentissage, qui sont généralement distinguées en
deux catégories.
Le premier niveau d’apprentissage, dit « élémentaire », implique une relation
linéaire et non ambigüe entre les stimuli qui sont associés, lorsque par exemple
l’odeur A est associée à une récompense alimentaire alors que l’odeur B ne l’est
pas, dans le cadre d’un conditionnement olfactif appétitif [19]. Ce paradigme
diﬀérentiel est encodé comme A+ B−, où le signe « + » traduit l’association
de l’odeur au renforcement. Le second niveau d’apprentissage, dit « non élé-
mentaire », concerne les relations complexes et ambigües entre les stimuli, ce
qui inclue les concepts d’apprentissage contextuel, de catégorisation et d’abs-
traction, tels que les principes de similarité ou de diﬀérence entre éléments et
les concepts qui touchent aux relations entre objets [5]. Certains protocoles
constituent des apprentissages purement non élémentaires, dans la mesure où
leur résolution n’admet que l’utilisation d’une stratégie non linéaire considé-
rant les éléments comme des entités indépendantes dans leur association avec
le renforcement [5, 20, 21]. Il s’agit notamment du protocole de patterning né-
gatif, pour lequel deux stimuli seuls sont renforcés tandis que le mélange des
deux est non renforcé, dont le paradigme peut être encodé comme : A+ B+
AB− [22, 23]. L’animal doit alors apprendre à répondre aux éléments isolés,
mais non au composé, ce qui est contraire au réﬂexe inné qui pousserait à ré-
pondre de façon deux fois plus importante à une combinaison de deux éléments
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renforcés en eux-mêmes. L’ambigüité du renforcement étant ici portée par les
deux éléments isolés également présents dans le mélange composite, seule la ré-
solution non élémentaire permet d’apporter une solution au problème proposé,
c’est-à-dire en traitant le mélange AB comme une forme indépendante de la
somme de ses constituants, soit que : AB− = [A+ + B+] [20]. Il apparait en
eﬀet qu’un mélange olfactif binaire d’odeurs ne soit pas traité ni encodé chez
l’abeille comme une entité émergente distincte de ses composantes, puisque
des abeilles conditionnées sur un mélange olfactif AB+ répondent également
aux deux odeurs isolées A et B lors d’un test de mémoire [24], ce qui suggère
fortement qu’elles sont capables de percevoir les éléments au sein du mélange
et écarterait alors l’hypothèse du principe d’émergence, qui proposerait que
[A + B] = [A] + [B] [23, 25]. D’autres protocoles, bien que complexes et am-
bigus, ne constituent pas des problèmes strictement non élémentaires au sens
théorique, car ils admettent une résolution aussi bien par chacune des deux
stratégies cognitives. Dans ce cadre et sous un angle olfactif, cette ambigüité
peut par exemple être établie de nature temporelle, comme dans le protocole
d’inversion de consigne pour laquelle, dans une première phase, l’odeur A est
renforcée et l’odeur B est non renforcée (A+ B−), puis dans une seconde phase,
les contingences sont inversées puisque A devient non renforcée et B devient
renforcée (A− B+). Dans ce cas, chacune des phases est non ambigüe en elle-
même, mais l’inversion du sens du renforcement créée une ambigüité transitoire
qui peut être résolue à l’échelle du stimulus (A+ B− → A− B+). L’ambigüité
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peut également exister au niveau de stimuli présentés dans une conﬁguration
particulière, comme dans une tâche de feature négatif, où l’odeur A est renfor-
cée tandis qu’un mélange binaire de l’odeur A avec une seconde odeur B n’est
pas renforcé (A+ AB−). Dans ce protocole, le renforcement de A est équivoque
puisque dépendant du contexte olfactif [26], les animaux devant répondre à A
à moins qu’il ne soit congruent à B au sein du mélange. Ce problème peut être
résolu à la fois de façon élémentaire par une résolution linéaire, ou de façon
non élémentaire par une résolution dite non linéaire. La première stratégie im-
plique d’apprendre que l’odeur B est un inhibiteur conditionné qui supprime de
par sa valence « non renforcée » la réponse conditionnée au mélange, d’après
la théorie de Rescorla et Wagner qui prédit que l’eﬀet du renforcement sur
le changement de la force associative d’un composant du mélange dépend des
forces associatives de l’ensemble de ses composants [19], soit que AB = [A +
B]. La seconde stratégie implique que l’animal traite le motif AB soit comme
la somme de ses composants plus un stimulus conﬁgural supplémentaire (AB
= A + B + μ) d’après la théorie de l’indice unique de Rescorla et Wagner [19],
soit comme étant à l’origine d’une représentation interne nouvelle (AB = X),
d’après la théorie conﬁgurale de Pearce [27]. Dans tous les cas, la résolution de
type non élémentaire prédit que le mélange sera traité comme une conﬁgura-
tion unique et distincte de la somme linéaire de ses composantes, soit que AB
= [A + B].
Chez les mammifères, la capacité de résoudre les tâches cognitives non élémen-
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taires requiert des structures cérébrales qui sont anatomiquement et fonction-
nellement distinctes, et en particulier l’hippocampe qui est considéré comme
dispensable pour les apprentissages élémentaires mais indispensable pour les
tâches plus complexes notamment dans les apprentissages spatiaux [28]. Ces
facultés cognitives, référées en tant qu’apprentissages conﬁguraux par Pearce
en 1987 et 1994 [27] ont été largement explorées chez les vertébrés et égale-
ment dans une certaine mesure chez certains insectes, particulièrement chez
les abeilles [21–23]. Jusqu’à présent, les preuves de ces capacités d’apprentis-
sage chez l’insecte sont très limitées et souvent incertaines, et la majorité des
connaissances sur l’apprentissage associatif olfactif chez le modèle drosophile
par exemple provient d’études de niveau élémentaire et où la réponse com-
portementale est mesurée en tant que choix entre deux stimuli proposés, hor-
mis certains travaux explorant des capacités plus élaborées [29]. Une quantité
considérable d’études a été eﬀectuée aﬁn de comprendre les régions cérébrales
et les mécanismes neuro-génétiques impliqués dans ces associations [30–32] et
également accéder à des niveaux supérieurs de capacités cognitives. Les dro-
sophiles semblent ainsi pouvoir distinguer des mélanges binaires dont des mé-
langes présentant des chevauchement de composantes olfactives (AB+ BC−)
et résoudre des problèmes de type patterning positif (A− B− AB+) mais non
des tâches plus ambigües, comme de patterning négatif (A+ B+ AB−) ou de
discrimination bi-conditionnelle (AB+ CD+ AC− BD−) [29] dans le cadre
de conditionnements basés sur des appariements d’odeurs à des stimuli aver-
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sifs [33] ou appétitifs [34]. Chez l’abeille, l’ensemble de la variété des protocoles
a bien été explorée en modalité appétitive, notamment les apprentissages de
patterning négatif et positif (A+ B+ AB− et A− B− AB+ respectivement) qui
ont été démontrés à travers le conditionnement du réﬂexe d’extension du pro-
boscis [22,23] et également chez des animaux en libre vol en utilisant des com-
binaisons de couleurs et d’odeurs [35, 36] mais jamais encore dans le cas d’un
conditionnement en modalité aversive [5]. Des tâches équivalentes d’appren-
tissage multimodal dépendant du contexte, où les valences des renforcements
d’odeurs variant en fonction de la lumière peuvent être résolues par d’autres
espèces d’insectes, comme les grillons ou les blattes [37], mais dont semblent
cependant incapables les mouches [38].
Néanmoins ces facultés cognitives extraordinaires ne doivent pas être attri-
buées à des processus « magiques » ou du moins anthropomorphiques, car
même le plus complexe des comportements repose sur des concepts d’appren-
tissage associatif et sur des bases moléculaires et neuronales que l’expérience
scientiﬁque permet d’expliquer. Les travaux portant sur les bases neuronales
des capacités d’apprentissage et de mémoire ont pour objectif ultime de décryp-
ter et comprendre les phénomènes moléculaires et cellulaires en jeu dans les
assemblées neuronales, qui permettent la formation et la consolidation dans le
temps de la trace mnésique des associations entre stimuli. Le système nerveux
central est composé de structures anatomiquement et fonctionnellement dis-
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tinctes, qui sont globalement bien conservées entre les espèces d’insectes même
si leur organisation morpho-anatomique et leurs rôles fonctionnels sont suscep-
tibles de varier. Les voies de l’apprentissage appétitif et aversif seront décrites
chez l’abeille dans les paragraphes ci-dessous, d’après les études classiquement
réalisées et l’état des connaissances actuel.
1.2 La transmission du signal olfactif.
Dans le cas de l’apprentissage olfactif, les stimuli associés sont constitués
d’une part par une odeur, le stimulus conditionnel (SC), et d’autre part par
un stimulus inconditionnel (SI), soit une récompense alimentaire de solution
sucrée pour l’apprentissage appétitif, soit une punition nociceptive pour l’ap-
prentissage aversif. Dans tous les cas cet apprentissage nécessite le traitement
et la convergence à la fois d’informations olfactives et gustatives ou nocicep-
tives dans le système nerveux central. Le cerveau de l’abeille mesure environ
1mm3 et est composé de 960 000 neurones [11, 39]. Ses diﬀérentes aires sont
représentées dans la Figure 1.5 (page 22). Ce cerveau est capable de recevoir et
de traiter des informations appartenant aux diﬀérentes modalités sensorielles :
(i) des informations visuelles issues des yeux simples et composés, (ii) des
informations olfactives en provenance des antennes principalement, (iii) des
informations gustatives issues des pièces buccales principalement (mais aussi
des antennes et des tarses), et enﬁn (iv) des informations tactiles et mécano-
sensorielles. Tous ces signaux sont envoyés dans des aires primaires de relais du
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Figure 1.5 – Représentation du cerveau de l’abeille en place dans la capsule
céphalique (en haut) et détaillé ex situ (en bas). Les diﬀérents neuropiles sont
déﬁnis par convention par diﬀérentes couleurs : corps pédonculés (en rouge),
lobes antennaires (en bleu) et lobes optiques (en jaune). Les composants du
cerveau moyen sont fusionnés en transparence pour simpliﬁer la représentation.
La barre d’échelle représente 300 μm. Les abréviations sont en Anglais ; CB :
corps central ; PL : lobe protocérébral ; ppl : lobe protocérébral postérieur,
Lo : lobula ; Me : medulla, li : lèvre, co : collier, br : anneau basal, lh : corne
latérale, ot : tubercule optique, lac : lobe accessoire latéral, mc : calice median,
lc : calice lateral, pe : péduncule, α : lobe alpha vertical, β : lobe médian beta,
SOG : ganglion sous-oesophagien. Modiﬁé d’après Rybak et coll. (2010) [40].
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système nerveux central puis transférés dans des structures d’ordre supérieur
qui en assurent la congruence et l’établissement de traces mnésiques. Ces traces
mnésiques s’établissent également dans d’autres aires primaires, telles que les
lobes antennaires ou les cornes latérales, en plus des aires d’ordre supérieur.
1.2.1 Les neurones sensoriels olfactifs des antennes.
Les molécules odorantes sont des composés volatiles hydrophobes, que l’in-
secte capte au niveau des principaux organes olfactifs, les antennes. Les odeurs
pénètrent dans des structures spécialisées de l’antenne dites sensilles, par des
pores dans la cuticule de leur paroi. Elle se lient à des protéines circulantes
qui les transportent à travers l’hémolymphe réceptrice sensillaire jusqu’aux
expansions dendritiques des neurones sensoriels olfactifs (NSO) qui présentent
des récepteurs moléculaires sur lesquels se ﬁxent spéciﬁquement les molécules
odorantes. La ﬁxation des molécules odorantes sur les récepteurs génère par
la suite la formation d’un potentiel récepteur qui, s’il est suﬃsant, déclenche
un potentiel d’action au niveau de l’axone du neurone sensoriel olfactif. Ces
neurones envoient leurs axones regroupés au sein du nerf antennaire (NA) qui
parcourt toute l’antenne jusqu’aux lobes antennaires.
1.2.2 Les lobes antennaires.
Le nerf antennaire est constitué des axones des neurones sensoriels olfac-
tifs répartis en tracta qui transmettent les informations olfactives à diﬀérentes
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régions du lobe antennaire. Certains tracta innervent principalement la région
ventrale du lobe tandis que d’autres innervent la région dorsale [41]. Les 60 000
NSO innervent les glomérules, unités structurelles et fonctionnelles des lobes
antennaires, au nombre de 165 chez l’abeille, au sein desquelles des connexions
sont établies entre les aﬀérences de trois types majeurs de neurones : les NSO,
les neurones de projection (NP), et les inter-neurones locaux (IL) qui s’ar-
borisent à l’intérieur des glomérules aﬁn d’assurer la communication intra et
inter-glomérulaire. Chez l’abeille, on compte environ 4000 IL majoritairement
inhibiteurs. Environ 750 d’entre eux sont marqués pour le GABA [42,43] alors
que d’autres neurotransmetteurs et circuits excitateurs ont également été iden-
tiﬁés chez la drosophile, comme le glutamate [44]. Tous les NSO exprimant le
même type de récepteur convergent au sein du même glomérule. L’information
traitée est ensuite transmise par les neurones de projections (NP) qui intègrent
les signaux issus d’un seul glomérule (NP uni-glomérulaires) ou de plusieurs
(NP multi-glomérulaires) vers des régions supérieures du circuit olfactif. Les
neurones de projection forment ensuite le tractus antennaire-lobe (ALT ; en
anglais Antennal Lobe Tractus) réparti en tractus latéral (l-ALT, ancienne-
ment l-APT) et médian (m-ALT, anciennement m-APT) qui constituent deux
voies olfactives parallèles [39]. La voie l-ALT est formée par le tractus du nerf
antennaire arborisé dans les glomérules en position dorsale. La seconde voie
m-ALT reçoit les informations des tracta qui se projettent sur les glomérules
en position ventrale. Les neurones de projection transmettent ensuite les infor-
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mations olfactives au niveau de structures cérébrales plus centrales : la corne
latérale et les corps pédonculés.
1.2.3 La corne latérale.
Les aﬀérences olfactives s’arborisent entre autres dans la corne latérale
(CL), une aire cérébrale supérieure dont l’activité neurale semble très sensible
aux stimulations par des odeurs ﬂorales ou des phéromones [45]. Le tractus
l-ALT projette d’abord ses collatérales dans la CL puis dans un second temps
au niveau des calices des corps pédonculés, tandis que le tractus m-ALT se
projette sur les calices puis se termine au niveau de la CL. Les fonctions de la
corne latérale sont encore peu connues, mais cette structure semble constituer
l’un des centres de prise de décision ainsi qu’une voie de sortie vers l’exécution
motrice, et semble également présenter une carte odeur-spéciﬁque avec des
représentations distinctes des diﬀérentes phéromones chez l’abeille à l’origine
de divers comportements spéciﬁques [45].
1.2.4 Les corps pédonculés.
Chez l’abeille, il a été démontré que les capacités d’apprentissage ambigu
sont associées à la présence de corps pédonculés intactes et fonctionnels, qui
constituent des centres cognitifs d’ordre supérieur [11, 22, 36, 46–48] alors que
ces structures ne semblent pas nécessaires à la résolution de tâches plus simples
d’apprentissage associatif [48].
25
Chapitre 1. Contexte Scientiﬁque
Les corps pédonculés sont constitués d’une zone recevant les aﬀérences senso-
rielles appelée les calices (un calice médian et un calice latéral par hémisphère)
et de zones d’eﬀérences appelées lobes (un lobe vertical et un lobe médian par
hémisphère) reliés aux calices par un pédoncule, comme présenté sur la Fi-
gure 1.5 (page 22). Certaines aﬀérences paraissent également arriver au niveau
du pédoncule, mais celles-ci sont mal connues [49]. Les neurones intrinsèques
qui composent les corps pédonculés sont les cellules de Kenyon (CK), dont les
corps cellulaires sont majoritairement regroupés sur les faces internes et ex-
ternes des calices. Chez l’abeille, 320 000 CK ont été dénombrées, soit 160 000
neurones par corps pédonculé dans chaque hémisphère. Les aﬀérences olfactives
des NP atteignent le calice au niveau de la lèvre - zone uniquement olfactive
- et l’anneau basal, qui est multimodal (olfactif, gustatif et mécano-sensoriel),
comme présenté dans le haut de la Figure 1.9 (page 36). Les contacts synap-
tiques entre les axones des neurones de projection et les dendrites des cellules
de Kenyon constituent des micro-glomérules (à distinguer des glomérules des
lobes antennaires), dont le coeur est constitué du bouton pré-synaptique (NP)
entouré des éléments post-synaptiques (CK). Une augmentation de la densité
de ces micro-glomérules au sein des lèvres des calices a été observée chez des
abeilles ayant formé une mémoire à long terme [18] ce qui suggère fortement
une corrélation entre le degré de densiﬁcation des contacts synaptiques au sein
des calices et l’établissement d’une mémoire associative olfactive dépendante
de la synthèse de protéines. Les cellules de Kenyon traitent et convoient l’in-
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formation reçue le long du pédoncule jusqu’aux lobes verticaux et médians
pour contacter les neurones extrinsèques eﬀérents. L’organisation en couches
des terminaisons axoniques des CK au sein du lobe vertical est en miroir de
celle des calices ; les informations olfactives traitées au niveau de la lèvre se
projettent dans la zone inférieure du lobe vertical et celles traitées au niveau de
l’anneau basal se projettent dans la zone supérieure [49]. Les corps cellulaires
des neurones eﬀérents contactés par les CK sont localisés dans le protocéré-
bron [50]. Ces neurones prennent l’information au niveau du pédoncule et des
lobes, le neurone Pe1 en particulier montre une forte arborisation au sein du
lobe vertical, puis projettent sur diﬀérentes parties du cerveau et notamment
sur la CL [51, 52]. Les neurones centrifuges (NC) apportent un rétro-contrôle
des corps pédonculés sur les lobes antennaires et pourraient être impliqués dans
un mécanisme de modulation rétrograde des circuits des lobes antennaires [53].
En plus des neurones extrinsèques eﬀérents et des NC, on retrouve d’autres
neurones récurrents dont les somas sont localisés en partie antérieure latérale-
ment au lobe vertical. Ces neurones prennent l’information au niveau des lobes
verticaux et se projettent au niveau des calices et peuvent avoir des fonctions
de rétrocontrôle par boucle récurrente d’inhibition au sein des structures qu’ils
innervent ; l’anatomie et la fonction de ce type de neurones seront largement
développées et discutées dans le paragraphe I.5.
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1.2.5 La neurotransmission du signal olfactif.
La présence d’acétylcholine (ACh) a été détectée au niveau du système ner-
veux central et constitue le neurotransmetteur excitateur est le plus abondant
dans le cerveau des insectes. Il a été démontré par l’injection d’antagonistes
nicotiniques que la neurotransmission cholinergique et la fonctionnalité de ces
récepteurs nicotiniques sont indispensables à l’apprentissage et à la mémoire
chez l’abeille [54]. Des marquages immuno-histochimiques d’une enzyme de
dégradation de l’acétylcholine ont montré sa présence au niveau de structures
impliquées dans le traitement des informations olfactives et gustatives et des
processus cognitifs (lobes antennaires, ganglion sous-œsophagien et corps pé-
donculés) et des tracta antenno-protocérébraux. La transmission des informa-
tions olfactives traitées par les lobes antennaires jusqu’aux calices des corps
pédonculés repose donc sur une neurotransmission cholinergique [55].
1.3 La transmission du signal gustatif.
1.3.1 Les voies anatomiques du signal gustatif.
Lors d’un apprentissage appétitif chez l’abeille, le stimulus incondition-
nel est constitué d’une récompense alimentaire sucrée, qui est captée par des
récepteurs gustatifs et dont le signal est ensuite traité par les circuits repré-
sentés dans la Figure 1.6 (page 29). Ces aﬀérences proviennent principalement
des pièces buccales, mais également des antennes et des tarses. Les neurones
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Figure 1.6 – Représentation schématique dans le cerveau d’abeille des inner-
vations et de la contingence des voies neuronales transmettant l’information ol-
factive du stimulus conditionnel (en bleu, hémisphère gauche) et l’information
gustative du stimulus inconditionnel (en rouge, hémisphère droit) impliquées
dans l’apprentissage associatif appétitif. Le lobe antennaire (AL) reçoit les in-
formations olfactives (en bleu), que les neurones de projection (PN) convoient
ensuite par diﬀérents tracta jusqu’aux aires supérieures : corps pédonculés
(MB) et corne latérale (LH). Les dendrites des cellules de Kenyon forment
les calices (ca) et leurs axones le pédoncule (Pe) et les lobes verticaux α et
médians β. Les neurones centrifuges (CN, en mauve) exercent une modulation
rétrograde sur les lobes antennaires. Le signal gustatif apporté par le neurone
VUMmx1 (en rouge) est envoyé au lobe antennaire, à la corne latérale et aux
calices des CP. Modiﬁé d’après Giurfa (2013) [5].
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sensoriels gustatifs des antennes projettent au niveau du lobe dorsal tandis
que ceux des pièces buccales projettent sur le ganglion sous-œsophagien, où ils
contactent un neurone localisé en position médio-ventrale dans le neuromère
maxillaire 1 (VUMmx1). Ce neurone octopaminergique répond de façon spon-
tanée à une stimulation sucrée si bien que sa seule dépolarisation électrique
artiﬁcielle peut mimer la présentation du sucre lors d’un conditionnement ol-
factif du REP [56]. Il en est de même pour l’injection directe d’octopamine en
appariement à une odeur [57]. Ce neurone constitue, via la libération d’octo-
pamine, l’un des éléments essentiels de la voie du stimulus inconditionnel. En
eﬀet les terminaisons axonales de VUMmx1 s’arborisent dans les lobes anten-
naires, les cornes latérales et les calices des corps pédonculés, c’est-à-dire dans
les structures-clés du circuit olfactif et qui reçoivent des informations olfactives
issues des neurones de projection.
1.3.2 La neurotransmission du signal gustatif.
Chez la drosophile, la mémoire appétitive à court terme est dépendante
de la neurotransmission octopaminergique, mais nécessite également l’inter-
action d’une signalisation dopaminergique qui semble contrôler la motivation
appétitive d’après de récentes découvertes [58]. Ces résultats suggèrent que la
modalité gustative engage un signal octopaminergique renforçant la mémoire
associative à travers des neurones dopaminergiques spéciﬁques en relation avec
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les corps pédonculés, et indiquent que la catégorisation de chaque neurotrans-
mission octopaminergique (pour l’appétitif) et dopaminergique (pour l’aversif)
ne parait plus tout à fait pertinente d’après les dernières données. Les systèmes
de renforcement impliqueraient alors des signaux mixtes au niveau de certaines
structures clés de la mémoire.
1.4 La transmission du signal nociceptif.
Dans le cas de l’apprentissage olfactif aversif, les stimuli associés sont consti-
tués d’une odeur associée à un renforcement nocif qui est généralement assuré
par un léger choc électrique, et impliquent donc la convergence au niveau
central des informations olfactives et nociceptives, comme schématisé sur la
Figure 1.7 (page 32). Ces informations sont relayées chez l’abeille par l’ac-
tivité de trois principaux groupes de neurones dopaminergiques (clusters C1
à C3) localisés en partie inférieure médiane du protocérébron (C1), sous le
lobe vertical (C2) ou en bordure supérieure du protocérébron sous les calices
(C3). Tedjakumala et coll. [10] ont également identiﬁé un quatrième groupe
présent entre le lobe optique et la marge du calice latéral (C4). Ces neurones
innervent inégalement les diﬀérentes structures du cerveau, mais connectent
principalement les calices des corps pédonculés, les lobes verticaux et le corps
central [10]. Il n’est cependant toujours pas connu si ces centaines de neurones
agissent indiﬀéremment de la même façon que le neurone VUMmx1, ce qui
parait peu probable, ou bien si des groupes diﬀérents sont dédiés à fournir
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Figure 1.7 – Représentation schématique dans le cerveau d’abeille des inner-
vations et de la contingence des voies neuronales transmettant l’information ol-
factive du stimulus conditionnel (en bleu, hémisphère gauche) et l’information
nociceptive du stimulus inconditionnel (groupes de neurones dopaminergiques,
en rose) impliquées dans l’apprentissage associatif aversif. Le signal nociceptif,
potentiellement traité par les neurones dopaminergiques C1–C3 (en rose) est
envoyé dans les lobes α verticaux, le corps central (CB) et les calices, où se fait
la congruence avec le signal olfactif. Modiﬁé d’après Tedjakumala et Giurfa
(2013) [10].
diﬀérents types d’information, y compris pour des renforcements non aversifs.
En eﬀet, la convergence avec le circuit olfactif n’implique pas nécessairement
que tous ces neurones représentent le stimulus inconditionnel.
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1.5 Les neurones récurrents des corps pédon-
culés.
Les neurones récurrents introduits dans le paragraphe I.2.4 constituent des
neurones de type GABAergique extrinsèques des corps pédonculés retrouvés
chez plusieurs espèces d’insectes, telles que fourmis, noctuelle, blatte, grillon et
criquet [59], et bien entendu chez la drosophile [60,61] et l’abeille [11,50,62–64].
Les signaux inhibiteurs aﬀérents aux corps pédonculés connus jusqu’alors sont
apportés d’une part par les neurones récurrents en provenance du tractus
protocérébro-calical (PCT) découverts chez l’abeille et le sphinx [62, 65] dont
il est question ici, et d’autre part, par d’autres neurones extrinsèques qui s’ar-
borisent dans les calices et les lobes [59] et également des ﬁbres arrivant sur le
pédoncule et les lobes [62]. Malgré une connaissance détaillée de l’anatomie et
de l’organisation des ces neurones, présentée dans la Figure 1.8 (page 34), leur
circuiterie synaptique et leur fonction restent très peu connues.
1.5.1 Anatomie et organisation des neurones récurrents.
Chez l’abeille, les neurones récurrents du PCT appartiennent à un groupe
de cellules appelées neurones A3 au sein des neurones récurrents (appelés FN
pour Feedback Neurons en anglais) d’après les descriptions de Rybak et Men-
zel [50] illustrées dans la Figure 1.9 (page 36). Ils forment une sous-population
de 50 à 60 ﬁbres dans le cluster ventral (A3-v) sur une population estimée
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Figure 1.8 – A gauche, représentation schématique du circuit inhibiteur des
neurones récurrents (en rouge) des corps pédonculés chez l’abeille. Leurs corps
cellulaires, situé près des lobes optiques, projette ses expansions dendritiques
au niveau des lobes où l’information est captée, traitée puis renvoyée au niveau
de la lèvre des calices médians et latéraux, qui constitue la zone d’aﬀérence
olfactive des corps pédonculés. D’après Ganeshina et Menzel (2001) [43]. A
droite, montage de plusieurs photo-micrographies d’une préparation entière à
diﬀérentes profondeurs en vue frontale d’un groupe de quatre neurones récur-
rents marqués au cobalt chez l’abeille. Le pédoncule et le lobe β ne sont pas
visibles. α : lobe vertical α ; cb : corps cellulaires ; med, lat : calice médian et
latéral ; sb : branches des neurones récurrents en dehors des lobes verticaux ;
n : neurites ; PCT : tractus protocérébro-calical. Les contours du lobe vertical
sont indiqués en traits pleins, et la barre d’échelle représente 100 μm. D’après
Gronenberg (1987) [63].
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à 110 neurones immuno-réactifs au GABA appartenant aux corps pédoncu-
lés [50, 62]. Les corps cellulaires de ces neurones sont regroupés ventralement
entre les lobes optiques et les lobes antennaires, à une profondeur d’environ
80 μm sous la surface du cerveau. L’anatomie de ces neurones ayant été bien
décrite, il a été démontré qu’ils innervent les zones de sortie des corps pédon-
culés (lobes verticaux et médians) par des terminaisons synaptiques en épine,
typiques de spécialisations post-synaptiques. Ils innervent également les aires
d’entrée (calices latéraux et médians) en formant des varicosités souvent pré-
sentes dans les spécialisations pré-synaptiques [64].
Chez la drosophile, l’équivalent de cette structure est retrouvé dans les neu-
rones pairs antérieurs latéraux des corps pédonculés (APL) qui ont été marqués
par des drivers génétiques spéciﬁques (lignées GH146, NP5288 et NP2631) no-
tamment par les études de Tanaka et coll. [60]. Leur corps cellulaire est localisé
dans la marge dorsale du protocérébrum ventro-latéral près des lobes optiques.
Le soma est de grande taille et émet une ﬁbre qui projette dorso-médianement
dans le cerveau postérieur et émerge avec le tractus interne ALT latéralement
au calice. L’expansion se poursuit au sein de l’ALT puis pénètre dans le ca-
lice et s’arborise en région dorsale sur toute la surface de cette structure. La
ramiﬁcation très dense projette également sur une partie particulière, le ca-
lice accessoire, qui ne reçoit pas de signal olfactif de la part des neurones de
projection. Contrairement aux autres neurones extrinsèques des corps pédon-
culés décrits par Tanaka et coll. [60], les neurones APL innervent par dizaines
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Figure 1.9 – Représentation schématique simpliﬁée de la circuiterie interne
des neurones PCT au sein des corps pédonculés, entre les diﬀérentes couches
du lobe vertical (en bas) et le calice. Les ﬂèches indiquent le ﬂux d’informa-
tion, issu des cellules de Kenyon (traits en tiret) et des neurones récurrents
PCT (traits pleins). Les aﬀérences dans les calices sont réparties en fonction
des sous compartiments, la lèvre (aﬀérences olfactives), le collier (aﬀérences vi-
suelles) et l’anneau basal (aﬀérences mixtes). Dans le lobe vertical, les cellules
de Kenyon font synapse avec les neurones extrinsèques eﬀérents (non visibles).
Les neurones PCT (FN1–FN4) convoient de façon récurrente l’information des
lobes aux calices. En plus de l’absence de correspondance du transfert d’infor-
mations par le groupe FN2, un sous-groupe de cellules de Kenyon de la région
du collier termine ventralement dans les couches du lobe vertical [50] indiquant
des connections non correspondantes. Modiﬁé d’après Grünewald (1999) [53].
36
1.5. Les neurones récurrents des corps pédonculés.
l’intégralité de la surface des corps pédonculés (lobes vertical et médian, pé-
doncule) de façon homogène et projettent de façon controlatérale sur l’autre
hémisphère. Chez le criquet, des neurones GABAergiques connectent directe-
ment la corne latérale aux corps pédonculés et envoient un signal inhibiteur
au niveau des calices, suggérant que les cellules de Kenyon jouent un rôle de
détecteurs de coïncidence des informations olfactives issues des neurones de
projection [66]. Cette aﬀérence inhibitrice semble visiblement être la cause du
codage dit "éparse", ou sparse coding en Anglais, typique de l’activité des cel-
lules de Kenyon. Chez la blatte, des neurones similaires inhibent également le
calice [67]. Leur activité de décharge étant supprimée quand les insectes sont
soumis à certains stimuli sensoriels, ils sembleraient faciliter l’acquisition des
signaux par les cellules de Kenyon [67].
1.5.2 Fonctionnalité et caractéristiques physiologiques.
Il a été démontré que les neurones récurrents PCT sont immuno-réactifs
pour le GABA [62], un neurotransmetteur inhibiteur abondant dans le cer-
veau de l’abeille [44] et dont la structure chimique est présentée en Figure 1.10
(page 39). De par leur polarisation au sein des corps pédonculés, les neurones
récurrents PCT pourraient exercer un rétro-contrôle négatif direct depuis les
lobes jusqu’aux calices [11, 53]. Cette hypothèse est confortée par l’existence
de potentiels post-synaptiques enregistrés dans les neurones PCT à la sortie
des lobes verticaux, suggérant bien une excitation synaptique au niveau des
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lobes [64]. Ces neurones pourraient également être responsables de la compo-
sante inhibitrice de la réponse oscillatoire évoquée par l’odeur conditionnée
dans les cellules de Kenyon des corps pédonculés [68]. En eﬀet les neurones
PCT ont des propriétés de réponse modiﬁées après un conditionnement olfac-
tif et pourraient de ce fait être impliqués dans la formation de la mémoire
olfactive, notamment dans les cas d’associations complexes [64]. Néanmoins,
la polarisation fonctionnelle des neurones PCT ne semble pas être une caracté-
ristique conservée chez l’ensemble des insectes, puisque, d’une part, le neurone
géant récurrent du criquet ne produit pas de potentiel d’action après injection
d’un courant intracellulaire ou après une stimulation olfactive in vivo [59], et
d’autre part, l’inhibition par le GABA semblerait avoir lieu à la fois dans les
calices et dans les lobes chez la drosophile [60]. Une intense immuno-réactivité
anti-GABA est observée chez la drosophile sur l’ensemble des lobes, du pé-
doncule et des calices des corps pédonculés [69]. Ces aﬀérences inhibitrices sur
les cellules de Kenyon semblent être primordiales pour les caractéristiques du
proﬁl de réponse suite à un apprentissage, aux corrélations inter-odeurs et aux
capacités discriminatives spéciﬁques [70].
1.6 Le GABA et ses récepteurs.
L’acide γ-aminobutyrique, abrégé GABA, est le neurotransmetteur inhibi-
teur le plus abondant du système nerveux des animaux et joue un rôle central
dans de nombreux processus physiologiques. Chez les mammifères, l’hippo-
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Figure 1.10 – Molécule de GABA. D’après Sattelle et coll. (1991) [71].
campe qui est une structure essentielle pour l’apprentissage et la formation
de la mémoire, est innervé abondamment et son activité est modulée par
des réseaux neuronaux GABAergiques [28]. D’une façon générale, les récep-
teurs impliqués dans la neurotransmission chimio-dépendante sont regroupés
en deux grands types anatomiques et fonctionnels, représentés dans la Fi-
gure 1.11 (page 40).
D’une part, les récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G (RCPG)
sont des récepteurs à sept segments transmembranaires. La ﬁxation du ligand
ou de l’agent agoniste en partie extracellulaire active la protéine G intracel-
lulaire qui à son tour active ou inhibe la production d’un second messager,
principalement le calcium, l’AMPc ou le GMPc permettant la mise en place
d’une cascade moléculaire de signalisation. Dans le cas des RCPG spéciﬁques
pour le GABA, la protéine G intracellulaire, de type inhibitrice, réprime la
production de seconds messagers et entraine de ce fait l’hyperpolarisation de
la membrane à l’origine de l’inhibition neuronale.
D’autre part, les récepteurs de type ionotropique (dits également LGIC pour
ligand-gated ion channel en Anglais) sont des récepteurs canaux. Ils forment
une structure protéique complexe constituée de sous-unités transmembranaires
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Figure 1.11 – Schéma simpliﬁé d’un récepteur-canal de type ionotropique (à
gauche) et d’un récepteur métabotropique couplé à une protéine G à sept do-
maines transmembranaires (à droite). Le site de ﬁxation du ligand est représen-
tée par le disque rouge. EC : compartiment extra-cellulaire ; MB : membrane ;
IC : compartiment intra-cellulaire. Modiﬁé d’après Barbara (2007) [72].
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Figure 1.12 – Schéma simpliﬁé des conﬁgurations structurales des trois super-
familles de récepteurs canaux à trois, quatre ou cinq sous-unités (en haut) et la
composition des sous-unités correspondantes (en bas) à deux, trois ou quatre
domaines transmembranaires, respectivement. Le site de ﬁxation du ligand sur
chaque type de récepteur est représenté par le cercle rouge. Modiﬁé d’après
Barbara (2007) [72].
soit identiques soit diﬀérentes entre elles ; le récepteur est alors dit homomé-
rique ou hétéromérique, respectivement pour chacun des cas. Ces diﬀérents
types de récepteurs canaux sont représentés dans la Figure 1.12 (page 41). La
ﬁxation du ligand sur le site de liaison, distinct du canal ionique présent au
centre du récepteur, provoque son ouverture et le passage des ions entre les
deux compartiments cellulaires et assure une transmission synaptique rapide.
Ce déplacement ionique peut entrainer une dépolarisation à l’origine d’un po-
tentiel d’action, ou une hyperpolarisation de la membrane responsable d’une
diminution des propriétés d’excitabilité, comme ce qui est le cas pour le GABA.
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Les récepteurs de type ionotropique sont divisés en trois super-familles. Tout
d’abord les récepteurs trimériques, composé de trois sous-unités possédant
chacune deux domaines transmembranaires séparés par un domaine extracel-
lulaire. Ensuite, les récepteurs tétramériques comprenant quatre sous-unités
homologues composées de trois segments transmembranaires. Ces récepteurs
sont cationiques (ions Ca2+, K+) et sensibles au glutamate. Enﬁn, les récep-
teurs pentamériques comprennent cinq sous-unités possédant chacune quatre
domaines transmembranaires. Cette super-famille est également appelée « cys-
loop » de par le fait que chaque sous-unité possède un pont disulfure au niveau
de l’extrémité N-terminale extracellulaire, qui constitue une liaison covalente
entre les atomes de soufre des fonctions thiol de deux cystéines séparés de 13
acides aminés. Chaque sous-unité glycoprotéique membranaire comprend un
long segment amino-terminal liant le ligand, et quatre segments transmembra-
naires nommé M1 à M4, dont le segment M2 qui est impliqué dans la formation
du canal. La liaison du GABA induit l’ouverture du canal formé par les seg-
ments M2 des sous-unités assemblées qui laissent circuler les ions chlores. Entre
les segments M3 et M4 se situe une grande boucle dans le compartiment in-
tracellulaire et qui porte les sites de phosphorylation des protéines kinases.
La super-famille des cys-loop regroupe deux familles : les canaux cationiques
nAChR/5HT3-like et la famille des canaux anioniques GABA/glycine-like. La
composition en sous-unités des récepteurs détermine la sélectivité ionique (ca-
tions ou anions), l’aﬃnité au ligand, la localisation subcellulaire ainsi que la
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sensibilité pharmacologique.
1.6.1 Les récepteurs au GABA chez le vertébré.
Le GABA libéré au niveau de la synapse se ﬁxe à ses récepteurs présents sur
le bouton post-synaptique appartenant à diﬀérentes catégories fonctionnelles
distinctes d’après les propriétés pharmacologiques des sous-unités qui les com-
posent. Chez le vertébré et en particulier chez le mammifère, 21 sous-unités
de récepteur au GABA ont été identiﬁées et sont codées par diﬀérents gènes,
appelés : α [1 à 6] ; β [1 à 3] ; γ [1 à 3] ; δ ;  ; π [1 à 3] ; θ et ρ [1 à 3]. Cette
variété de sous-unités assure une grande ﬂexibilité fonctionnelle dans le niveau
et le proﬁl de régulation de l’expression des gènes. Les récepteurs au GABA
sont divisés en deux groupes suivant leur composition en sous-unités : le ré-
cepteur de type GABAA est formé de multiples combinaisons des sous-unités
α, β, γ, δ, , π et θ, tandis que le type GABAC est uniquement constitué de
sous-unités ρ. Ces deux récepteurs sont des récepteurs canaux ionotropiques,
le type GABAB constitue le type métabotropique.
1.6.2 Les récepteurs au GABA chez l’insecte.
Les récepteurs ionotropiques des invertébrés présentent des propriétés phar-
macologiques intermédiaires entre les récepteurs GABAA et GABAC des ver-
tébrés, et ne sont donc pas divisés en groupes fonctionnels distincts [71,73,74].
Chez l’insecte, trois gènes codent les trois classes connues de sous-unités [73],
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dont un gène prédominant et bien identiﬁé chez la drosophile comme rdl (résis-
tance à la dieldrine) qui code une sous-unité spéciﬁque aux invertébrés, et dont
des orthologues ont été découverts chez l’abeille, le moustique, la blatte et la
noctuelle. La sous-unité RDL est la principale composante des récepteurs de
type ionotropique et peut être exprimée de façon hétérologue pour constituer
des récepteurs homo-oligomériques. Chez la drosophile cette sous-unité RDL
est largement distribuée dans le système nerveux central mais est en revanche
absente des tissus musculaires. Par la suite, 25 autres sous-unités ont depuis
été identiﬁées chez la drosophile, appartenant à trois classes supplémentaires :
les sous-unités LCCH3 (homologue du canal chlore couplé au ligand), phylo-
génétiquement proches des sous-unités β de vertébrés, sont détectées dans les
somas des neurones mais pas au niveau des neuropiles synaptiques du système
nerveux central chez la drosophile. La classe des GRD (récepteur au GABA
et glycine de la drosophile) est proche de la sous-unité γ de vertébrés et son
expression n’a pas encore été localisée. Enﬁn les sous-unités de type CG sont
codées par 4 gènes identiﬁés. Ffrench-Constant et Rocheleau [75] ont démontré
par l’expression hétérologue dans l’ovocyte de xénope qu’un récepteur homo-
mérique peut être formé à partir des sous-unités RDL de drosophile mais pas à
partir des sous-unités LCCH3, GRD et CG. En revanche la sous-unité LCCH3
peut former un récepteur fonctionnel en combinaison avec les sous-unités RDL
et GRD et s’exprimer avant la diﬀérentiation neuronale, ce qui suggère une
implication dans le développement du système nerveux.
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Les récepteurs de type métabotropique sont répartis en trois types encodés par
trois gènes distincts connus jusqu’à présent : les types 1 et 2 (GABABR1 et
GABABR2) forment des hétérodimères, tandis que le type 3 (GABABR3) s’ex-
prime de façon hétérologue seul ou avec les récepteurs GABABR1 ou GABABR2,
et semble être activé majoritairement par un ligand diﬀérent du GABA [73,76].
Le GABA est abondamment retrouvé dans le cerveau des insectes, dont les
abeilles [44], les drosophiles [77] et les criquets [59]. La localisation précise
des ses récepteurs et les fonctions de la neurotransmission GABAergique ont
été largement étudiées, l’immunoréactivité étant principalement localisée au
niveau des inter-neurones locaux des lobes antennaires et dans les neurones
récurrents du PCT extrinsèques innervant les corps pédonculés [44,52]. Les ré-
cepteurs, retrouvés largement au niveau des calices, le sont également et plus
largement sur l’ensemble des corps pédonculés [65]. Le signal immuno-réactif
étant essentiellement attribué à la sous-unité RDL, le proﬁl de marquage sug-
gère la présence de récepteurs au GABA sur les axones des cellules de Kenyon.
Ces mêmes axones présentent également des aﬀérences pré-synaptiques de type
GABAergique identiﬁées dans les corps pédonculés chez le criquet [59].
Dans ce travail de thèse, les récepteurs de type ionotropique ont été bloqués
par la Picrotoxine (PTX), utilisée classiquement comme antagoniste chez l’in-
secte [71, 74], et ont été bloqués également les récepteurs de type métabotro-
pique grâce à l’utilisation de la CGP54626, connue pour être eﬃcace chez l’in-
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secte et notamment chez la drosophile [78] et l’abeille [79–81]. En étudiant les
propriétés fonctionnelles des récepteurs au GABA dans des cellules de Kenyon
en culture, des études [81, 82] ont démontré que ces neurones expriment des
récepteurs ionotropiques dont les propriétés électro-physiologiques sont cohé-
rentes à un rôle fonctionnel inhibiteur de la neurotransmission GABAergique,
et que ce courant tonique entrant est inhibé par la Picrotoxine et d’autres an-
tagonistes [81] mais insensible à la Bicuculline, un antagoniste utilisé chez le
vertébré [71,81,83].
Les travaux de Dupuis et coll. [83] ont également démontré que l’application de
GABA sur des cellules isolées de lobe antennaire induisait un courant rapide
entrant, ce qui conﬁrme également l’existence de récepteurs ionotropiques à
la surface des lobes antennaires et suggère un rôle majeur de la neurotrans-
mission inhibitrice dans le traitement des informations olfactives au niveau
central. La majorité des études portant sur le rôle cognitif du GABA dans le
cerveau de l’abeille ont consisté à injecter un antagoniste dans les lobes an-
tennaires, un réseau complexe d’inter-neurones et de neurones de projection
qui assure le premier niveau de traitement des signaux olfactifs, et constitue le
premier relai nerveux. Lorsque les récepteurs au GABA sont bloqués par la Pi-
crotoxine dans les lobes antennaires suite à un conditionnement olfactif suivi de
tests de généralisation ou de discrimination, les abeilles ne sont plus capables
de percevoir les mélanges odorants comme étant des stimuli conﬁguraux [84].
Ceci viendrait probablement du fait de la désynchronisation de l’activité de
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décharge des neurones de projection normalement assurée par la neurotrans-
mission GABAergique, ce qui pourrait être responsable de la formation de la
représentation de l’indice unique pour les mélanges olfactifs complexes [78,84].
De la même façon que démontré dans d’autres études [85,86], la désynchroni-
sation neuronale induite par un blocage de la signalisation GABAergique dans
les lobes antennaires altère la discrimination d’odeurs chimiquement proches,
mais pas d’odeurs très diﬀérentes [85], ce qui suggère que la synchronisation
oscillatoire des assemblées neuronales semble nécessaire à l’encodage temporel
des signaux. Ce traitement de l’information pourrait constituer le pré-requis
aux discriminations olfactives très ﬁnes et donc représenter la qualité indis-
pensable à la résolution de problèmes olfactifs équivoques reposant sur une
ambigüité à l’échelle des stimuli. Au sein des corps pédonculés, des centres
de haut niveau d’intégration de signaux multi-sensoriels, la Picrotoxine a été
récemment utilisée pour bloquer l’inhibition par le GABA dans les cellules de
Kenyon, ayant pour eﬀet d’empêcher le codage de l’information liée à la nature
de l’odeur et à sa concentration dans les corps pédonculés d’abeille [80].
L’ensemble de ces travaux suggère que la signalisation par le GABA consti-
tue un mécanisme général de la synchronisation de décharge d’assemblées de
neurones permettant un encodage précis des informations olfactives à la fois
au niveau des premiers (lobes antennaires) et des derniers (corps pédonculés)
centres nerveux associatifs. Le codage des odeurs semble être une condition né-
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cessaire et indispensable à la résolution des problèmes cognitifs olfactifs comme
les formes non élémentaires d’apprentissage associatifs. Les neurones récurrents
ayant été largement associés à des propriétés inhibitrices par le GABA [43,62],
l’hypothèse de travail était que ces neurones récurrents constituent, au sein des
corps pédonculés, la base neuronale et fonctionnelle de la neurotransmission
GABAergique assurant le codage olfactif des informations ambiguës perçues
lors d’un apprentissage complexe.
L’un des grands éléments permettant de soutenir cette hypothèse, préalable-
ment à ce travail de thèse, provient d’une étude réalisée en 2007 au laboratoire
par Devaud et coll. [48]. Ce travail a démontré que le blocage de l’activité des
corps pédonculés par l’injection d’un anesthésiant (la Procaïne) au niveau des
lobes verticaux altère la résolution d’un protocole d’inversion de consigne. Ce
résultat soutient l’idée, d’une part que les corps pédonculés dans leur globalité
sont essentiels aux apprentissages ambigus, et d’autre part qu’une boucle de
rétro-contrôle des lobes jusqu’aux calices constitue un bon candidat pour ex-
pliquer la polarité de l’eﬀet obtenu au niveau des lobes. Cette thèse a donc eu
pour point d’ancrage cette première étude générale portant sur les corps pé-
donculés [48], et a cherché à préciser et identiﬁer quels en sont les circuits et les
neurones qui se révèlent être spéciﬁquement dédiés à ce type d’apprentissage.
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1.7 Les objectifs de la thèse.
L’objectif de cette thèse a été d’identiﬁer les structures cérébrales du cer-
veau de l’abeille qui sont spéciﬁquement impliquées dans la résolution de tâches
d’apprentissage présentant des ambigüités de complexité variée, à la fois en mo-
dalité appétitive et également en modalité aversive.
De précédentes études ont montré une implication des corps pédonculés dans
l’apprentissage et la restitution de protocoles complexes [48] sur la base des
données anatomiques et fonctionnelles des neurones inhibiteurs PCT inner-
vant de façon récurrente ces structures. Ce travail a donc cherché à mettre en
évidence l’implication des neurones récurrents dans la facilitation des appren-
tissages ambigus via un signal inhibiteur qui pourrait être primordial pour les
discriminations complexes.
Chez l’abeille nous avons procédé dans le cadre d’un conditionnement olfactif
appétitif du proboscis et aversif du dard à des blocages spéciﬁques de la neu-
rotransmission GABAergique (récepteurs ionotropiques et métabotropiques)
dans les corps pédonculés recevant les terminaisons axonales des neurones
PCT, et couplé ces micro-injections à des conditionnements complexes d’in-
version de consigne (A+ B− → A− B+) et de feature négatif (A+ AB−). Le
but de cette démarche a été de déﬁnir le rôle de l’inhibition de l’activité des
corps pédonculés exercée par la boucle PCT lors de la résolution d’une tâche
cognitive au delà du simple apprentissage associatif linéaire, et d’en expliquer
le mécanisme par la ﬁne régulation des centres intégratifs du cerveau.
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La comparaison des performances en modalité appétitive ou aversive a égale-
ment permis d’évaluer la généralité des mécanismes étudiés, et ce quelque soit
le type de renforcement employé.
La perspective ultime de ce travail reste d’évaluer la conservation au sein de
diﬀérentes espèces animales d’une règle biologique générale quant à la spé-
cialisation de certaines structures cérébrales, et dans ce cas précis en ce qui




If you eliminate the impossible, whatever remains, however im-
probable, must be the truth.
– Spock, Star Trek.
2.1 Manipulation des abeilles.
Le rucher était composé d’une quarantaine de ruches d’élevage des abeilles
domestiques de l’espèce Apis mellifera. Ces ruches étaient ouvertes, permet-
tant la sortie des abeilles pour les activités de butinage à la belle saison lorsque
les conditions climatiques étaient propices à l’envol, soit généralement du mois
d’avril au mois d’octobre. Certaines ruches, équipées d’un nourrisseur acces-
sible par le toit, ont été placées dans un local chauﬀé assurant le maintien
de l’activité de ponte des reines par temps froid, et évitant ainsi le déclin en
hibernation de la colonie à la mauvaise saison, du mois d’octobre au mois de
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mars. En dépit de l’absence de contrôle de l’âge des animaux utilisés dans les
expériences, la méthode de capture employée a permis de s’assurer un appro-
visionnement en butineuses toute l’année, et ainsi permettre de travailler avec
des abeilles issues de la même tranche d’âge. Les abeilles ont été capturées le
matin de chaque jour d’expérimentation par une technicienne apicole et conte-
nues dans des ﬂacons en verre par groupe d’une dizaine d’individus. Aﬁn de
pouvoir être manipulées facilement et éviter le risque de piqûre, les abeilles
ont été anesthésiées au laboratoire dans la glace pendant 2 à 5 minutes jusqu’à
immobilisation complète. Elles ont ensuite été placées individuellement dans
des tubes de contention pour conditionnement appétitif et ﬁxées par des ban-
delettes de scotch ne laissant que les pièces buccales et les antennes libres de
mouvement [2]. Pour les expériences de conditionnement aversif, elles ont en
revanche été placées sur des supports de contention horizontale, face dorsale
dirigée vers le bas. Pour permettre ultérieurement la micro-injection d’agents
pharmacologiques dans le cerveau, les abeilles ont été au préalable disséquées
en découpant au porte-lame une fenêtre dans la cuticule céphalique entre,
d’une part, la base des antennes et l’ocelle médian, et d’autre part le long de
la marge des yeux composés. Le patron de dissection est représenté plus loin
dans la Figure 2.4 (page 60). La pièce de cuticule a ensuite été replacée aﬁn
d’éviter que le cerveau ne s’endommage ou se dessèche au contact de l’air, puis
les abeilles ont été nourries avec 5 μL d’eau sucrée (50% de sucrose poids/poids
dans de l’eau minérale) et placées dans une chambre de repos, à l’obscurité et
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Figure 2.1 – Molécule de CGP54626 hydrochloride. D’après Sattelle, 1991 [71].
dans des conditions thermiques et hygrométriques optimales pendant 3 heures,
ou pendant 2 heures avant le début des expériences appétitives ou aversives,
respectivement.
2.2 Injections pharmacologiques.
2.2.1 Choix des antagonistes du GABA
Le réseau GABAergique aﬀérent aux corps pédonculés a été bloqué chez
l’abeille par l’injection d’antagonistes des récepteurs au GABA de type mé-
tabotropique et ionotropique. Dans le premier cas, la CGP54626 hydrochloride
a été choisie (CGP54626, RnD Systems France). Sa structure chimique est dé-
taillée dans la Figure 2.1 (page 53). Parmi les autres types de CGP disponibles,
dont notamment la CGP36216 et la CGP13501 qui agissent également comme mo-
dulateurs des récepteurs métabotropiques au GABA, respectivement en tant
qu’inhibiteur ou activateur, la CGP54626 hydrochloride présentait l’avantage
d’avoir déjà été utilisée eﬃcacement chez l’insecte, et ses propriétés pharmaco-
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Figure 2.2 – Molécule de Picrotoxine. D’après Sattelle (1991) [71].
logiques sur les récepteurs métabotropiques sont bien connues concernant les
cellules d’abeille [83]. Pour le blocage du second type de récepteurs, les récep-
teurs ionotropiques, la Picrotoxine a été choisie (PTX, Sigma-Aldrich France)
et sa structure chimique est représentée dans la Figure 2.2 (page 54). D’après
de précédents travaux [80], cette molécule antagonise à la fois les récepteurs
canaux du GABA et également, de façon moins spéciﬁque, les canaux chlore
activés par le glutamate (récepteurs GluCl) qui sont aussi exprimés dans les
cellules de Kenyon chez l’abeille [82]. Des études électro-physiologiques por-
tées sur les neurones de vertébrés ont montré que la Picrotoxine agirait comme
un antagoniste non-compétiteur d’après le déplacement des courbes de dose-
réponse au GABA appliqué sur les membranes neuronales de mammifères [87].
2.2.2 Préparation et établissement des doses.
Chaque abeille injectée a reçu 0,5 nL de solution, que ce soit la solution
contrôle ou encore l’une des solutions d’antagoniste. L’antagoniste du récepteur
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ionotropique au GABA, la Picrotoxine, et celui du récepteur métabotropique,
la CGP54626, étaient présentés sous forme de poudre et ont au préalable été
dissouts dans une solution tampon PBS (phosphate buﬀer saline) dont la com-
position était la suivante (en mM) : sucrose, 160 ; glucose, 25 ; HEPES, 10 ;
MgCl2, 4 ; NaCl, 130 ; KCl, 6 ; CaCl2, 5 (pH 6,7). Ces solutions d’injection ont
été refaites régulièrement, soit toutes les trois à quatre semaines, pour éviter
une détérioration des propriétés des molécules actives. L’utilisation de solu-
tions plus anciennes, préparées au-delà de cinq semaines, entrainait de façon
systématique une chute massive de l’état d’activité et plus globalement des
taux de survie, y compris chez les animaux injectés par la solution contrôle.
Une attention particulière a donc été apportée concernant le renouvellement
et l’âge des solutions d’injection employées. Les doses eﬃcaces des deux anta-
gonistes ont été préalablement établies.
Pour déterminer les doses d’antagonistes, des abeilles réparties en groupes
indépendants ont été individuellement injectées avec l’une des diﬀérentes concen-
trations suivante : PBS (solution contrôle), PTX 1 μM, 10 μM ou 100 μM,
CGP54626 50 μM, 500 μM ou 5000 μM. Ces concentrations ont été décidées
d’après une revue de la littérature concernée, en établissant la concentration
intermédiaire de chaque antagoniste en fonction de la dose eﬃcace utilisée dans
de précédentes études pharmacologiques chez l’insecte [72, 78, 82–85,88, 89]. Il
a notamment été démontré que l’injection dans les lobes antennaires de PTX
100 μM abolissait le signal GABAergique inhibiteur chez l’abeille [85], le cri-
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quet [88], la noctuelle [89] et la drosophile [78]. D’autre part le blocage des
récepteurs métabotropiques par un bain de CGP54626 500μM altérait la ré-
ponse physiologique de cellules de Kenyon in vivo d’après l’étude de Froese et
coll. [80].
Trois heures après l’injection bilatérale des doses-candidates dans les calices,
les deux groupes d’abeilles PTX / PBS ou CGP54626 / PBS ont suivi un condi-
tionnement classique diﬀérentiel en 5 essais consistant à récompenser une pre-
mière odeur, le limonène (Sigma-Aldrich France, odeur A+) et non une se-
conde odeur distincte, l’eugénol (Sigma-Aldrich France, odeur B−). L’objectif
de cette expérience était de déterminer quelle était la concentration minimale
d’antagoniste n’altérant pas ce type d’apprentissage élémentaire, mais qui se-
rait susceptible d’aﬀecter par la suite un apprentissage de type ambigu. Dans
le cas où une dose d’antagoniste donnée entrainerait une modiﬁcation des per-
formances d’apprentissage simple, a priori via des contre-performances, cette
dose candidate serait exclue ultérieurement des expériences puisque dans ce cas
la drogue semblerait agir au travers d’eﬀets non spéciﬁques, notamment sur la
région du pore de récepteurs-canaux chlore, à la glycine ou à la sérotonine [83].
Dans tous les cas, que ce soit concernant l’essai sur la Picrotoxine ou la
CGP54626, les abeilles contrôles ont parfaitement appris la discrimination pro-
posée (PBS, n = 49 et n = 27, respectivement), ainsi que les abeilles injec-
tées aux deux solutions intermédiaires (PTX 1 μM, n = 26 ; 10 μM, n = 34 ;
CGP54626 50 μM, n = 26 ; 500 μM, n = 28), bien qu’une tendance commence à
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se dégager pour les doses 10 μM et 500 μM, respectivement. En revanche, les
abeilles injectées à la plus forte concentration de chaque antagoniste expriment
une altération massive de la capacité d’apprentissage et ne parviennent plus à
résoudre la discrimination simple qui était proposée (PTX 100 μM, n = 22 ;
CGP54626 5000 μM, n = 29). Ces résultats sont présentés, pour des raisons de
clarté, comme des pourcentages de réponses spéciﬁques lors du dernier essai
de conditionnement en fonction des traitements, et sont représentés dans la
Figure 2.3 (page 58). Cette réponse spéciﬁque se déﬁnie comme étant le fait
pour une abeille de répondre à l’odeur A+ et non à l’odeur B− lors de l’essai
5, c’est-à-dire le pourcentage d’abeilles répondant correctement au protocole.
La comparaison de ces pourcentages de réponses spéciﬁques a été eﬀectuée
d’un point de vue statistique par le suivi d’une procédure analogue au test de
Dunnett [90], comme comparaison multiple de proportions par rapport à une
référence, à savoir le groupe contrôle de chaque série expérimentale [91].
Aﬁn de trouver un bon compromis entre l’action potentielle qui est attendue
en condition associative ambigüe et une absence d’eﬀet en condition simple et
non ambigüe, la dose de chaque antagoniste a donc été déterminée dans les
gammes non aﬀectées de [1-10 μM] de PTX et de [50-500 μM] de CGP54626,
gammes ne présentant pas d’altération de la performance, soit respectivement
des solutions établies à 5 μM de PTX et 250 μM de CGP54626.
57
Chapitre 2. Matériel et Méthodes
Figure 2.3 – Spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai de conditionnement
simple, pour les groupes injectés à la PTX (à gauche) et la CGP54626 (à droite)
au niveau des calices des CP (PTX : n = 49, 26, 34 et 22 ; CGP54626 : n = 27, 26,
28 et 29). La ﬂèche représente la gamme de concentration dans laquelle la dose
eﬃcace pour la suite des expériences a été établie. Les diﬀérences entre groupes
ont été obtenues par le calcul statistique du test de Dunnett de comparaison
de proportions par rapport au groupe contrôle : * P < 0, 05.
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2.2.3 Matériel opératoire et injections.
La technique d’injection dans les calices chez l’abeille est illustrée dans la
vidéo disponible à l’adresse suivante : https://youtu.be/LczcD-l7i2o. Du
bleu de Méthylène (1 mM, Sigma-Aldrich France) a servi de pigment dans les
solutions de PBS, PTX 5 μM et CGP54626 250 μM aﬁn de faciliter visuelle-
ment la préparation des capillaires et de contrôler le succès et la localisation
des injections. Après avoir préparé et rempli de solution les micro-capillaires
en verre (GC 100-10, Harvard Apparatus, Les Ulis, France) et les avoir placés
sur un micromanipulateur (WPI) connecté à système d’injection sous pression
(FemtoJet express, Eppendorf, France), le volume des solutions à injecter a
été déterminé en mesurant le volume éjecté par un calibrage sur une cellule de
Malassez, jusqu’à l’obtention d’une gouttelette équivalent à 0,5 nL. La procé-
dure utilisée pour les injections pharmacologiques bilatérales dans le cerveau
de l’abeille a été extraite des protocoles décrits précédemment par Devaud et
coll. [48] et par Boumghar et coll. [92].
Aﬁn d’accéder facilement aux structures cibles, à savoir les calices ou les lobes
des corps pédonculés, les abeilles étaient disséquées 3 heures avant l’injec-
tion selon un modèle décrit ci-après et représenté dans la Figure 2.4 (page 60).
L’opération consistait à découper la cuticule de la tête à l’aide d’un porte-lame
de rasoir en formant une fenêtre allant de la base des antennes aux ocelles et li-
mitée latéralement par les yeux composés. Avant de pratiquer les injections, les
sacs trachéens, les membranes et les glandes hypopharyngiennes étaient placés
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Figure 2.4 – Modèle de dissection de la capsule céphalique de l’abeille per-
mettant d’accéder au cerveau et de procéder aux micro-injections pharmaco-
logiques. Les sites d’injections dans les calices (au milieu) ou dans les lobes




de côté puis remis en place après l’opération aﬁn d’éviter tout desséchement
du cerveau. Les injections bilatérales ont été eﬀectuées soit au niveau des lobes
verticaux soit entre les calices médians et latéraux de chaque côté des corps
pédonculés en fonction de l’expérience comportementale. Le temps d’injection
était d’environ 50 secondes par abeille.
Dans l’expérience d’inversion de consigne, l’injection a été faite entre les deux
phases de conditionnement, dès 30 minutes après la ﬁn de la première phase,
ce qui a laissé aux abeilles 15 minutes de repos entre l’injection et le début
de la seconde phase. Dans l’expérience de feature négatif ne présentant pas
de phases multiples, l’injection a été faite avant le début du conditionnement,
les abeilles ayant également eu 15 minutes de repos aﬁn de récupérer de la
manipulation.
2.3 Expériences comportementales.
2.3.1 Préparation des odeurs.
Les odeurs utilisées pour le conditionnement olfactif ont été préparées im-
médiatement avant l’expérimentation, sous une hotte aspirante aﬁn d’éviter
une contamination croisées des solutions. Le limonène (Sigma-Aldrich France)
a été utilisé en tant qu’odeur A, et l’eugénol (Sigma-Aldrich France) en tant
qu’odeur B. En apprentissage appétitif, 4 μL d’odeur pure ont été déposés sur
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une bandelette de papier Whatman (papier ﬁltre, rétention particule 5-13 μm
VWR) ou 5 μl en apprentissage aversif, selon les caractéristiques des seringues
utilisées dans chacun des cas. Dans le cas du conditionnement aversif qui im-
pliquait l’utilisation d’un mélange AB, la même quantité de chaque odeur a
été déposée sur le papier, soit 5 μL de chaque odeur (10 μL au total) aﬁn
de limiter le biais de réponse spontanée observé par ailleurs en début d’expé-
rience, et simplement attribué à une diﬀérence dans l’intensité olfactive. Aﬁn
d’éviter l’accumulation d’odeurs et de phéromones dans la pièce, le dispositif de
conditionnement a été placé devant un système d’extraction d’air activé durant
toute l’expérimentation. Pour les expériences contrôles nécessitant l’utilisation
de deux autres odeurs, le 1-Nonanol (Sigma-Aldrich France), a été utilisé en
tant qu’odeur C et le 1-Hexanol (Sigma-Aldrich France) a été utilisé en tant
qu’odeur D.
2.3.2 Protocoles de conditionnement appétitif.
Les protocoles comportementaux ont été standardisés d’après les recom-
mandations de Matsumoto et coll. [12]. Pour toutes les expériences, seules les
abeilles exprimant une réponse réﬂexe à la présentation de sucre et toujours
vivantes à l’issue du test de rétention de mémoire ont été considérées pour
l’analyse. La réponse inconditionnée au sucre a été évaluée individuellement
avant le conditionnement et également après le test, la séquence de condition-
nement étant présentée dans la Figure 2.5 (page 64). Un soin particulier a
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été apporté à l’établissement d’un enchainement aléatoire des présentations
de chaque odeur au sein des séquences, à la fois de façon intra-individuelle
et inter-individuelle. Ceci aﬁn d’éviter, d’une part, l’apprentissage par les ani-
maux de la rythmicité de présentation du renforcement (une fois sur deux si
répétition invariée de « A+ B− A+ B− » par exemple) et d’autre part, un eﬀet
de facilitation ou de perturbation de séquences particulières sur l’apprentis-
sage. En eﬀet, la position sériée des informations à mémoriser présentées en
suite à des sujets constitue un biais cognitif avéré chez le vertébré et notam-
ment chez l’Homme [93–95], chez qui il a été démontré deux grands eﬀets que
sont la primauté et la récence, à savoir la prévalence des premiers et des der-
niers stimuli appris d’une série, respectivement. Cet eﬀet de position rendant
inégales les valences des associations au cours d’un conditionnement comme
démontré par diﬀérentes études, la modiﬁcation de la succession des séquences
constitue alors dans notre travail un élément essentiel du protocole permettant
d’éviter ce type de biais [93–95]. La contingence de renforcement des odeurs a
également été changée entre chaque réplica expérimental pour éviter tout biais
d’apprentissage basé sur la perception olfactive, l’odeur A étant tour à tour
renforcée (A+) ou non renforcée (A−) et inversement pour l’odeur B (B− ou
B+, respectivement) dans le cas de l’inversion de consigne. Dans le protocole
de feature négatif, l’odeur portant l’ambigüité était tour à tour l’odeur A ou
l’odeur B (A+ AB− ou B+ AB−, respectivement).
Chaque séquence de conditionnement durait 40 secondes à partir du moment
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Figure 2.5 – Conditionnement de la réponse d’extension du proboscis d’une
abeille en contention. L’odeur constituant le stimulus conditionnel, dont la
présentation est symbolisée par le rectangle rouge, est initialement neutre et
n’induit pas de réponse. L’association de l’odeur et de la récompense sucrée,
ou stimulus inconditionnel dont la présentation est symbolisée par le rectangle
bleu, engendre l’établissement d’une mémoire associative et induit une réponse
conditionnée (REP) à l’odeur seule après conditionnement. Modiﬁé d’après
Matsumoto et coll. (2012) [12].
où l’abeille était disposée face au canon à odeurs envoyant un ﬂux d’air pur et
continu à 90-100 mL/min. Le canon à odeurs était contrôlé par un moniteur
automatique dans lequel tous les paramètres de la séquence de conditionne-
ment étaient préalablement rentrés. Après le placement, 15 secondes s’écou-
laient jusqu’à l’envoi du stimulus olfactif soutenu pendant 4 secondes, généré
par la déviation du ﬂux d’air dans le canon à travers une seringue contenant
un papier ﬁltre imbibé de 4 μL d’odeur pure. Aﬁn d’induire un REP dans le
cas de la présentation de l’odeur renforcée (SC+) les antennes étaient touchées
au moyen d’une pique en bois trempée dans la solution à 50% de sucrose ce
qui provoquait l’extension automatique du proboscis. L’abeille était ainsi au-
torisée à boire pendant 3 secondes, dont 1 seconde simultanée à l’odeur ce qui
constituait le chevauchement SC / SI permettant l’établissement de la trace
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d’association, puis pendant 2 secondes supplémentaires après la ﬁn de l’envoi
de l’odeur. Au cours de l’apprentissage, la réponse conditionnée à l’odeur seule
se traduisait par l’extension franche et complète du proboscis au cours des 3
premières secondes, soit avant la stimulation par la solution sucrée. L’abeille
restait sur le dispositif encore 20 secondes aﬁn d’éviter tout apprentissage au
contexte non spéciﬁque à l’association entre odeur et sucre, puis replacée sur
un portoir commun à l’issue des 40 secondes de séquence. Le test de mémoire
à moyen terme était eﬀectué une heure après la ﬁn du conditionnement, et
consistait à présenter aux abeilles les deux odeurs conditionnées de façon suc-
cessive et aléatoire, sans association au renforcement. L’extension du proboscis
constituait la réponse comportementale évaluée et notée en tant que réponse
conditionnée, et également comme étant l’évidence d’une mémoire associative
exprimée lors du test de rétention. Dans le cas du feature négatif nécessitant
l’utilisation d’un mélange binaire d’odeurs comme SC−, le ﬂux d’air était en-
voyé simultanément à travers deux seringues, chacune contenant l’un des deux
composants du mélange.
Le temps écoulé entre deux présentations successives d’odeur (ou IIE pour In-
tervalle Inter-Essais) a été établi à 8 minutes d’après Devaud et coll. [48], ce qui
permettait d’assurer une consolidation suﬃsante de la mémoire d’acquisition.
Conditionnement de l’inversion de consigne.
L’inversion de consigne est un apprentissage complexe, bien que n’étant
pas non élémentaire strictement parlant, qui consiste à créer une ambigüité
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temporelle de par une première phase qui propose un conditionnement diﬀé-
rentiel classique [A+ B−] suivie d’une seconde phase inverse [A− B+] selon
une séquence détaillée dans la Figure 2.6 (page 67). Il est à noter que seules
les abeilles considérées comme apprenantes ont été ensuite injectées. Le critère
de réussite d’une phase de conditionnement a été établi comme étant composé
d’un nombre de réponse pour le SC+ strictement supérieur à celui pour le SC−,
c’est-à-dire pour la première phase, un nombre de réponses à A+ strictement
supérieur à celui à B− (RCA+ > RCB−, [96,97]). Les abeilles non apprenantes
(RCA+ ≤ RCB−) étaient écartées de la série expérimentale dans l’ensemble
du travail. Ces individus, très minoritaires, ne constituaient en moyenne que
2% à 5% de l’ensemble des eﬀectifs. Cette sélection des abeilles se justiﬁe par
le fait que l’étude de l’inversion de consigne n’a de sens que dans le cas d’un
apprentissage eﬀectif de la première phase, puisque les individus n’ayant pas
appris cette première phase ne pourront vraisemblablement pas se rappeler
de l’odeur récompensée et donc renverser le sens de leurs réponses ultérieure-
ment [98]. Maintenir ce type d’animaux dans la série expérimentale serait alors
susceptible d’altérer les résultats et leur interprétation [98,99]. La valence des
renforcements apprise dans un premier temps doit alors être inversée par la
suite, ce qui implique une réécriture totale de la trace mnésique associée aux
odeurs A et B. Après le conditionnement de la première phase (pour rappel,
odeur A : limonène ; odeur B : eugénol), les abeilles ayant fait la preuve d’un
apprentissage eﬀectif ont bénéﬁcié d’une heure de repos permettant la conso-
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Figure 2.6 – Séquence temporelle de conditionnement de l’inversion de
consigne, montrant l’alternance des 5 présentations du stimulus conditionnel
renforcé (associé au sucre, en noir) et des 5 présentations du stimulus non
renforcé. Le test de rétention de mémoire consiste à présenter une heure après
chaque odeur, sans renforcement. La séquence d’un essai est détaillée dans la
partie du bas, et comprend après la familiarisation la présentation conjointe
SC+ et SI ou SC− seul. Modiﬁé d’après Matsumoto et coll. (2012) [12].
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lidation de l’acquisition de la première phase. Au bout de 45 minutes, une
partie des abeilles a été injectée à la solution contrôle (PBS) et l’autre partie à
l’antagoniste candidat (PTX ou CGP54626), dégageant à l’issue des injections
10 à 15 minutes de repos supplémentaires avant le début de la seconde phase,
au cours de laquelle trois protocoles distincts ont été utilisés.
1) Premièrement, aﬁn d’évaluer l’eﬀet des antagonistes sur la capacité de ré-
soudre un apprentissage associatif ambigu, les mêmes odeurs A et B ont été
présentées selon des contingences inverses de renforcement [seconde phase : A−
B+] ce qui constitue un protocole classique d’inversion de consigne [98].
2) Deuxièmement, pour vériﬁer que l’apprentissage simple et non ambigu reste
intact même chez les abeilles injectées avec des antagonistes, l’ambigüité du
protocole a été levée par la simple utilisation de nouvelles odeurs en seconde
phase : l’odeur A a ainsi été remplacée par l’odeur C (1-heptanal, Sigma-
Aldrich France) et l’odeur B a été remplacée par l’odeur D (1-nonanol, Sigma-
Aldrich France). Les deux phases constituent alors deux apprentissages diﬀé-
rentiels simples et indépendants [seconde phase : C+ D−]. Cette expérience
permet d’attribuer une possible altération des performances au cours de l’in-
version de consigne classique (protocole ci-dessus) à un eﬀet spéciﬁque des
antagonistes sur l’apprentissage ambigu et non pas sur l’apprentissage pure-
ment élémentaire. Dans le cas où les abeilles injectées par les antagonistes
exprimeraient des performances réduites lors de la seconde phase C+ D−, ceci
pourrait suggérer un eﬀet indésirable de la PTX ou de la CGP54626 sur les
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mécanismes de base de l’olfaction en terme de perception, de traitement sen-
soriel, de consolidation ou de mémorisation. Il apparait donc crucial à cette
étape que les groupes PTX / PBS et CGP54626 / PBS présentent des taux
d’apprentissage statistiquement identiques aﬁn d’écarter cette hypothèse.
3) Troisièmement, aﬁn de comprendre quelles sont les composantes du para-
digme qui seraient potentiellement aﬀectées par les antagonistes, les odeurs A
et B ont été présentées mais sans aucun renforcement [seconde phase : A− B−]
ce qui constitue une phase d’extinction de la mémoire précédemment acquise.
L’objectif de cette expérience a été de déterminer si l’eﬀet potentiellement ob-
servé lors de l’inversion de consigne pouvait être du à un déﬁcit de la capacité
d’extinction de la réponse à l’odeur A, ce qui dans ce cas expliquerait l’impos-
sibilité des abeilles à inverser leurs réponses, puisqu’elles seraient incapables
de réduire suﬃsamment la réponse à A au bénéﬁce de B, et ainsi atteindre un
point d’inversion.
Pour ces trois protocoles expérimentaux chaque phase était composée de 5
présentations du SC+ et de 5 présentations du SC−, soit de 10 essais de
conditionnement au total.
Conditionnement du feature négatif.
Ce second protocole d’apprentissage ne consiste de nouveau pas à proposer
des relations de causalité strictement non élémentaires, puisqu’il repose sur une
ambigüité olfactive dite conﬁgurale, la résolution du problème proposé pouvant
impliquer d’une part une stratégie linéaire simple ou encore une stratégie non
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élémentaire par la prise en compte du contexte sensoriel du stimulus. Dans ce
protocole l’odeur A seule est renforcée par l’association du sucre, tandis que
le mélange binaire de A avec une autre odeur bien distincte, l’odeur B, n’est
lui pas renforcé (A+ AB−). Cette séquence de conditionnement est détaillée
dans la Figure 2.7 (page 71). L’association de l’odeur A avec la récompense
alimentaire est dans ce cas équivoque, puisque dans la moitié de cas de présen-
tations, A est renforcée (cas de l’odeur seule) et dans l’autre moitié elle n’est
pas renforcée (cas de l’odeur au sein du mélange). Trois heures après avoir
disséquées, une partie des abeilles a été injectée à la solution contrôle (PBS)
et l’autre partie à l’antagoniste candidat (PTX) ce qui a laissé 10 à 15 minutes
de repos avant le début du conditionnement, au cours duquel trois protocoles
ont été utilisés.
1) Premièrement, aﬁn d’évaluer l’eﬀet de l’antagoniste sur la capacité de ré-
soudre un apprentissage ambigu, les abeilles ont été sujettes à un condition-
nement de feature négatif classique (A+ AB−) en récompensant le limonène
(odeur A) mais non le mélange (AB).
2) Deuxièmement, pour vériﬁer que l’apprentissage simple et non ambigu reste
intact même chez les abeilles injectées avec l’antagoniste, l’ambigüité conﬁ-
gurale du protocole a été retirée en remplaçant l’odeur A par une troisième
odeur distincte C (1-nonanol) dans le mélange. La discrimination ainsi générée
redevient alors élémentaire car l’odeur seule et les composantes du mélange
binaires n’entretiennent plus de lien équivoque (A+ BC−). Dans le cas où un
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Figure 2.7 – Séquence temporelle de conditionnement appétitif du feature
négatif, montrant l’alternance des 8 présentations de l’odeur seule renforcée
(en blanc) et des 8 présentations du mélange non renforcé (en gris). Le test de
rétention de mémoire consiste à présenter une heure après chaque odeur, sans
renforcement. Modiﬁé d’après Matsumoto et coll. (2012) [12].
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eﬀet de l’antagoniste serait observé au cours du conditionnement précédent de
feature négatif (protocole ci-dessus), ce second protocole permettrait de déter-
miner si cet impact était spéciﬁque à l’apprentissage ambigu ou non, et donc
potentiellement invalider l’hypothèse d’un eﬀet indésirable de l’antagoniste no-
tamment sur les capacités olfactives.
Pour ces deux protocoles, chaque phase était composée de 8 présentations du
SC+ et 8 présentations du SC− donc 16 essais de conditionnement au total.
3) Troisièmement, au cours d’une nouvelle expérience de conditionnement de
feature négatif classique (A+ AB−), deux blocs supplémentaires ont été ajou-
tés aﬁn de rallonger la durée d’apprentissage et ainsi s’assurer qu’une absence
de discrimination chez le groupe injecté à l’antagoniste (premier protocole) ne
serait pas due à un retard d’acquisition, mais bien à une absence complète
de capacité d’apprentissage (10 présentations du SC+ et 10 présentations du
SC− donc 20 essais de conditionnement au total).
2.3.3 Protocole de conditionnement aversif.
L’abeille constitue un excellent modèle d’étude de l’apprentissage appétitif
depuis près d’un siècle de par sa capacité à associer diﬀérentes informations
sensorielles à une récompense alimentaire sucrée. Néanmoins, l’exploration des
capacités cognitives en modalité aversive ne représente qu’un volet récent des
travaux menés chez cet insecte, le premier protocole ayant été traité par Vergoz
et coll. [9] en 2007 permettant le conditionnement du réﬂexe d’extension du
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dard (RED) par l’association d’odeurs à des chocs électriques et l’accès aux
bases neuronales sous-jacentes. Chez la drosophile en revanche, l’autre grand
modèle insecte pour l’étude de l’apprentissage et de la mémoire, l’apprentissage
aversif constitue la trame dominante des travaux [32, 100–102]. La comparai-
son de l’apprentissage appétitif chez l’abeille et aversif chez la drosophile s’est
avérée jusqu’alors très délicate, du fait de la divergence des contextes de com-
portement, de motivation ainsi que de la nature et la valeur subjective du
stimulus inconditionnel employé. Aﬁn d’évaluer les mécanismes sous-tendant
l’apprentissage et la mémoire chez ces deux modèles, la modalité aversive chez
l’abeille a été établie dans les travaux de Vergoz et coll. [9], repris ensuite par
Tejakumala et Giurfa [10] qui ont permis le développement des conditions expé-
rimentales chez des abeilles en contention sujettes à des stimulations aversives
et nocives. Ces études ont également démontré que ces animaux sont capables
de maitriser simultanément des associations à la fois appétitives et aversives,
modulées au niveau central par une neurotransmission octopaminergique et
dopaminergique, respectivement [9]. Alors que de nombreux types d’appren-
tissage de complexité variée ont été largement abordés en modalité appétitive,
les associations entre odeur et choc électrique n’ont été étudiées que sous un
aspect élémentaire par des contingences simples et linéaires, à savoir le condi-
tionnement absolu (A+) et diﬀérentiel (A+ B−) uniquement [9, 10].
Le protocole aversif de feature négatif a été mis au point et amélioré dans
cette présente thèse avec l’aide précieuse de Hélène Gauchez, étudiante dans le
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cadre de son stage de première année de Master BioSanté à l’Université Paul
Sabatier.
Pour toutes les expériences, seules les abeilles exprimant une réponse sponta-
née et réﬂexe à l’application d’un léger choc électrique, et également toujours
vivantes à l’issue du test de rétention de mémoire, ont été considérées pour
l’analyse. La conductivité entre les 2 plaques métalliques du support était as-
surée par l’ajout préalable d’un gel de conduction (Sigma gel 250g, Parker
Laboratories, Etats-Unis) dont les propriétés conductrices ont été augmentées
par une dilution à 50% dans de l’eau distillée, d’après les observations de pré-
cédents étudiants au laboratoire. Dès la ﬁxation des abeilles et tout au long
de l’expérience, la pièce a été maintenue à 25°C et les abeilles n’ayant pas été
nourries ont été écartées de la série expérimentale car la quantité de nourri-
ture dans le jabot est susceptible d’inﬂuencer la conduction du courant. La
réponse inconditionnée au choc a été évaluée individuellement avant le condi-
tionnement et également après le test. De la même façon qu’en apprentissage
appétitif, l’enchainement des présentations de chaque odeur était aléatoire au
sein des séquences intra- et inter- individuelles de conditionnement, aﬁn d’évi-
ter d’une part l’apprentissage de la rythmicité du renforcement et d’autre part,
un eﬀet de position sériée comme décrit précédemment. Il a notamment été
observé que la présentation de l’odeur SC+ en premier lieu induisant un fort
taux de réponse lors de la présentation de SC− par la suite, phénomène non
observé lorsque l’ordre de présentation était inversé et qui s’explique, en dehors
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d’un apprentissage, par le rappel du choc perçu indépendamment de l’indice
olfactif et à l’évidence d’un eﬀet de primauté [93–95]. La contingence de renfor-
cement des odeurs a également été changée entre chaque réplica expérimental
pour éviter tout biais olfactif, dans le cas du conditionnement de feature néga-
tif, l’odeur renforcée étant tour à tour l’odeur A (A+ AB−) ou l’odeur B (B+
AB−). Chaque abeille a suivi une séquence de conditionnement constituée
d’une succession semi-aléatoire de 9 essais de A+ (ou B+) associés à un choc
électrique de 5,5 volts, et de 9 essais du mélange AB− non renforcé. Le nombre
d’essais (9) a été établi en se basant sur le nombre d’essais minimal requis clas-
siquement en modalité appétitive (8), et suite à des expériences préliminaires
qui ont permis de constater que la performance obtenue à l’issue de ces 8 es-
sais semblait insuﬃsante. L’ajout d’un bloc d’essais supplémentaire s’est donc
révélé être un bon compromis pour l’obtention de taux d’acquisition et de mé-
moire corrects, en particulier sachant que les futures étapes d’injections sont
susceptibles d’atténuer les performances. Le voltage considéré, inférieur de 2
volts à ceux employés classiquement par les études précédentes [9,10] est celui
ayant permis d’obtenir les meilleurs résultats. En eﬀet, un voltage plus élevé
(soit 7,5 V) altérait visiblement l’état et le niveau de réponse des abeilles en ﬁn
de conditionnement, tandis qu’un voltage plus bas (soit 4 V) n’aboutissait pas
à un bon niveau de discrimination, probablement du fait d’une faible valence
du renforcement. Néanmoins les valeurs subjectives intrinsèques de ces deux
voltages (5,5 et 7,5 V) semblent équivalentes au vu d’un niveau de réponse
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innée identique pour ces deux intensités chez des abeilles soumises à une série
de chocs électriques d’intensités croissantes [10].
Contrairement à l’apprentissage appétitif et pour des raisons de praticité tech-
nique, le conditionnement aversif était eﬀectué manuellement, c’est-à-dire sans
canon à odeurs, les papiers imbibés d’odeurs étant placés directement dans
une seringue pour présentation manuelle. Les transitions entre les diﬀérentes
phases étaient cependant réalisées avec l’aide de signaux sonores émis par un
moniteur. Chaque séquence de conditionnement, représentée dans la Figure 2.8
(page 77) durait 50 secondes à partir du moment où l’abeille était disposée
sur le dispositif. Après le placement, 20 secondes s’écoulaient jusqu’à l’envoi
manuel du stimulus olfactif soutenu pendant 5 secondes, généré en poussant
régulièrement le piston d’une seringue 50 mL contenant un papier ﬁltre imbibé
de 5 μL d’odeur pure ou de 10 μL dans le cas du mélange [103]. Aﬁn d’induire
un RED dans le cas de la présentation de l’odeur renforcée (SC+), le choc était
envoyé par un générateur électrique (60 Hz - courant AC), 3 secondes après le
début de la présentation de l’odeur et pendant 2 secondes de chevauchement
SC / SI permettant à l’animal d’établir l’association. La stimulation à la fois
olfactive et électrique cessait de façon simultanée, puisque le prolongement du
stimulus nocif après l’arrêt du signal olfactif ne constitue pas un élément fa-
cilitateur dans ce type d’apprentissage [9]. La réponse conditionnée à l’odeur
seule se traduisait par l’extension du dard au cours des 3 premières secondes,
soit avant la stimulation par le choc, ce qui traduisait l’anticipation du ren-
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Figure 2.8 – Séquence temporelle de conditionnement aversif de feature né-
gatif, montrant l’alternance des 9 présentations de l’odeur seule (en blanc)
renforcée par le choc électrique (en noir) et des 9 présentations du mélange
non renforcé (en gris). Le test de rétention de mémoire consiste à présenter
une heure après chaque odeur, sans renforcement. Modiﬁé d’après Matsumoto
et coll. (2012) [12].
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forcement aversif associé. L’abeille restait sur le dispositif encore 20 secondes
aﬁn d’éviter tout apprentissage au contexte non spéciﬁque à l’association, puis
replacée sur un portoir commun contenant les 12 abeilles de chaque groupe
expérimental, à l’issue des 50 secondes de séquence. L’intervalle inter-essais
a été établi à 10 minutes, permettant une consolidation suﬃsante de la mé-
moire d’acquisition. Le test de mémoire était eﬀectué une heure après la ﬁn
du conditionnement, et consistait à présenter selon un ordre aléatoire chaque
odeur sans renforcement.
2.4 Analyse statistique des données et rédac-
tion.
Aﬁn de renforcer la ﬁabilité des tests statistiques menés sur les résultats,
toutes les expériences ont été réalisées sur un nombre relativement élevé d’in-
dividus (soit n > 40), et toujours identique entre le groupe traité par l’antago-
niste et son groupe contrôle correspondant, pour chaque expérience. Tous les
résultats présentés sont des représentations du pourcentage de réponse popu-
lationnelle de l’échantillon et correspondent aux pourcentages d’animaux sur
l’ensemble du groupe expérimental présentant une réponse d’extension de l’or-
gane cible (proboscis ou dard) apprise en réponse à l’odeur conditionnée. Ce
type de résultats est compatible avec les conditions requises pour appliquer une
analyse de la variance (ANOVA) sur des données binaires dépendantes [104].
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Une ANOVA à mesures répétées a donc été utilisée pour comparer les pour-
centages de réponses entre groupes et au sein des groupes d’après les facteurs
odeur ou essai au cours du conditionnement, ainsi que pendant le test de mé-
moire à une heure. Un test a posteriori de Tukey a également été utilisé après
l’analyse de la variance pour déterminer plus précisément les diﬀérences ob-
tenues par ANOVA. Toutes les analyses statistiques ont été faites à l’aide du
logiciel Statistica en version 7.1 (StatSoft France 2006). D’autre part ce présent




Apprentissage de l’Inversion de
Consigne
Some people can read War and Peace and come away thinking
it’s a simple adventure story. Others can read the ingredients on a
chewing gum wrapper and unlock the secrets of the universe.
– Lex Luthor, Superman.
L’inversion de consigne (ou reversal learning en Anglais) est un protocole
d’apprentissage ambigu, qui présente lors d’une première phase deux stimuli
A et B renforcés de façon diﬀérentielle classique (A+ B−), puis les valences
associatives sont respectivement inversées au cours d’une seconde phase de
conditionnement (A− B+), le protocole complet se traduisant comme A+ B−
→ A− B+ [98, 105–109]. Il est également possible d’obtenir de bonnes perfor-
mances chez des abeilles soumises à des phases multiples de réversion (A+ B−
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→ A− B+ → A+ B− → A− B+ → A+ B− → A− B+) [98].
Dans le cas du protocole classique présentant deux phases uniquement, la tran-
sition entre A+ B− et A− B+ constitue alors une ambigüité à résoudre pour
l’animal, puisque les associations apprises précédemment ne sont plus valables
lors de la seconde phase, ce qui implique la nécessité de réacquérir ce qui
a été établi [48, 61, 110] et adapter la réponse comportementale à la nouvelle
règle. Le nouvel appariement du SC+ - anciennement neutre - avec le renforce-
ment génère alors un apprentissage de type excitateur, tandis que l’extinction
provoquée sur le SC− - anciennement renforcé - génère un apprentissage in-
hibiteur en relation à la nouvelle consigne de contingence [106]. L’animal doit
ainsi apprendre à activer sa réponse au nouveau SC+, tandis qu’il doit ap-
prendre à inhibiter sa réponse au SC−. L’inversion de consigne constitue de
ce fait un protocole qui se révèle plus complexe qu’une simple discrimination
diﬀérentielle, impliquant à la fois de l’acquisition excitatrice et de l’extinction,
puisque l’animal doit ici opérer ces associations dans le cadre de contingences
inversées [106–108]. D’un point de vue théorique, l’ambigüité peut être sim-
plement résolue en traitant chaque phase comme deux tâches élémentaires
et indépendantes (A+ B− / A− B+), mais admet également une résolution de
type non élémentaire si l’animal prend en compte la dynamique temporelle des
contingences d’associations (A+ B− → A− B+) ce qui implique nécessairement
de considérer l’entièreté du problème en terme de liens associatifs dépendants
du temps. Traiter l’ambigüité temporelle de cette façon serait potentiellement
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plus coûteux d’un point de vue cognitif, car il serait supposé mettre en jeu des
mécanismes au-delà du traitement d’associations linéaires simples.
3.1 Rôle général des corps pédonculés dans
l’apprentissage de l’inversion de consigne.
Avant d’étudier plus ﬁnement les circuits neuronaux impliqués dans l’in-
version de consigne comme premier cas d’apprentissage ambigu, la première
étape du travail a été de reproduire les observations de Devaud et coll. [48] qui
ont démontré que l’activité neuronale générée par des corps pédonculés (CP)
intactes était requise pour l’acquisition de l’inversion de consigne chez l’abeille,
mais pas au cours d’un apprentissage diﬀérentiel classique. Cet argument est
soutenu par des expériences d’injections d’un anesthésiant, la Procaïne, dans
les lobes verticaux constituant la zone d’eﬀérence neuronale des CP [48]. Ce
blocage spéciﬁque de la capacité des CP à transmettre des informations aux
autres structures nerveuses et notamment à des motoneurones extrinsèques
a été directement corrélé par les auteurs à l’absence d’apprentissage ambigu
d’inversion de consigne, indépendamment de tout eﬀet sur l’apprentissage non
ambigu [48]. Ceci traduit le rôle global des CP dans ce processus, à savoir
comme étant des aires cérébrales impliquées comme centres actifs de l’appren-
tissage et de la mémoire associative, mais ne permet pas d’identiﬁer quelles
en sont les composantes ni les circuits neuronaux spéciﬁquement impliqués.
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L’identiﬁcation de ces réseaux a été l’objet du présent travail, mais a, au préa-
lable, nécessité de conﬁrmer le rôle général des CP dans ce mécanisme.
Pour cela, le protocole utilisé par Devaud et coll. [48] a été répliqué, en injec-
tant soit du PBS comme solution contrôle (n = 36) soit de la Procaïne comme
anesthésiant (740 mM dilué dans du PBS, n = 36) dans les lobes verticaux,
bilatéralement de chaque côté des CP entre les deux phases de conditionne-
ment de l’inversion de consigne. Les résultats sont présentés dans la Figure 3.1
(page 87). Comme dans toutes les expériences d’inversion de consigne sui-
vantes, les abeilles ont été entrainées à discriminer 5 présentations de l’odeur
A récompensée (le limonène) de 5 présentations de l’odeur B non récompensée
(l’eugénol) au cours de la première phase (A+ B−), et ce 3 heures après avoir
été disséquées.
A la ﬁn des 10 présentations aléatoires, la grande majorité des abeilles de
chaque groupe expérimental ont été capables d’apprendre la discrimination,
puisque le taux de réponse à A+ est signiﬁcativement plus élevé que celui à
B− dès le second essai de conditionnement d’après l’analyse globale de variance
(ANOVA à mesures répétées, facteur odeur : F1,35 = 210, 49 pour le groupe
PBS et F1,35 = 304, 20 pour le groupe Procaïne ; P < 0, 001 pour les deux
groupes) et le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001 des essais 2 à 5 pour les
deux groupes). L’interaction odeur x essais est également signiﬁcative pour les
deux groupes (PBS : F4,35 = 39, 49 ; Procaïne : F4,35 = 56, 02 ; P < 0, 001) ce
qui indique que les courbes de réponses à A+ et B− suivent des dynamiques
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diﬀérentes dans les deux cas, ce qui s’observe aisément puisque les abeilles
augmentent nettement leur réponse à l’odeur renforcée tandis qu’elles main-
tiennent celle à l’odeur non renforcée à un faible niveau. Un autre élément
essentiel qui se dégage de l’étude de cette première phase de conditionnement,
et indispensable à la suite de l’expérience, concerne la similarité d’acquisition
entre les deux groupes avant l’étape d’injection. En eﬀet, les abeilles condi-
tionnées et qui seront ensuite réparties en deux groupes d’injection doivent
présenter des performances et des dynamiques d’acquisition identiques, aﬁn
d’exclure un biais dans l’acquisition de première phase lors de l’interpréta-
tion des résultats d’inversion de consigne, et s’assurer comme ici que les deux
groupes ne montrent pas de diﬀérence à ce stade a priori avant l’injection
(ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F2,69 = 0, 56 ; P > 0, 05 ; inter-
action odeur x groupe : F5,66 = 0, 97 ; P > 0, 05). La diﬀérence entre les deux
groupes obtenue au cours du conditionnement de la seconde phase peut de
ce fait être spéciﬁquement attribuée au traitement, et a priori à aucun autre
facteur. Cette observation est valable pour toutes les autres expériences, mais
la similarité des deux groupes en première phase a néanmoins été systémati-
quement évaluée aﬁn de s’assurer de l’absence de biais antérieur à l’injection.
La performance d’acquisition, également obtenue de façon systématique entre
le groupe conditionné sur A+ B− et celui conditionnée sur A− B+ comme pour
la suite de toutes les expériences, révèle la capacité bien connue des abeilles à
discriminer deux odeurs après un conditionnent même relativement court.
85
Chapitre 3. Apprentissage de l’Inversion de Consigne
Les abeilles considérées comme apprenantes, c’est-à-dire présentant un taux de
réponse à A strictement supérieur à celui pour B sur l’ensemble de la première
phase (RCA+ > RCB−) ont été ensuite injectées soit à la solution contrôle
(PBS) soit à l’anesthésiant (la Procaïne) au niveau des lobes verticaux. Un
soin particulier a été apporté aﬁn d’éviter un biais d’apprentissage entre les
groupes destinés à être injectés au PBS ou à la Procaïne, et ceci est égale-
ment valable pour toutes les autres expériences. La répartition des abeilles
dans chacun des groupes était donc faite de manière aléatoire pour obtenir des
populations homogènes et similaires en terme de dynamique d’apprentissage,
concernant le nombre d’essais nécessaire avant d’observer une discrimination,
la présence ou l’absence de réponse au dernier essai, ainsi que l’état général
de l’animal. Après avoir été injectées et avoir disposé de 15 minutes de repos,
les abeilles étaient conditionnées au cours d’une seconde phase inverse de la
première (A− B+).
Alors que les abeilles contrôles ont été capables d’apprendre et inverser leurs
réponses entre A et B d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées,
interaction odeur x essais : F4,35 = 17, 60 ; P < 0, 001) et le test post-hoc de
Tukey appliqué pour la diﬀérence de réponse entre A et B lors du dernier es-
sai (P = 0, 009), celles injectées à la Procaïne ont été incapables d’acquérir la
règle inverse et ont répondu de façon similaire aux deux odeurs au dernier essai
(interaction odeur x essais : F4,35 = 7, 34 ; P < 0, 001 ; test post-hoc de Tukey :
P > 0, 05 à l’essai 5). Deux points importants sont à préciser en comparant le
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Figure 3.1 – L’anesthésie des CP altère l’acquisition et le rappel de l’in-
version de consigne (A+ B− → A− B+). La ﬁgure montre le pourcentage de
réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au cours
des phases de conditionnement et du test de rétention à une heure (A : ligne
pleine et barre noire ; B : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle
d’abeilles injectées au PBS (n = 36, en haut) et du groupe d’abeilles injectées
à la Procaïne (n = 36, en bas) au niveau des lobes verticaux. La ligne verticale
en pointillés indique l’étape d’injection pendant la transition entre les deux
phases. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; **
P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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groupe injecté à la Procaïne au groupe contrôle.
D’une part, l’eﬀet délétère de l’anesthésiant sur la capacité d’inversion de
consigne se manifeste, en plus des éléments présentés précédemment, par la
diﬀérence de la proportion d’abeilles considérées comme apprenantes entre les
deux groupes. Pour chacune des conditions (contrôle ou Procaïne), les individus
ont été catégorisés a posteriori d’après le nombre de réponses à chaque odeur
lors du dernier essai de conditionnement de la seconde phase, et ont été classées
comme apprenantes les abeilles ayant répondu davantage à l’odeur renforcée
(RCB+ > RCA− à l’essai 5) et comme non apprenantes celles ayant répondu de
façon équivalente ou inverse (RCB+ ≤ RCA− à l’essai 5). Ce critère est distinct
de celui utilisé à l’issue de la première phase puisque les courbes de réponses se
croisent, une analyse de variance à l’échelle globale n’est donc pas pertinente.
Au sein du groupe contrôle, 40% des abeilles sont d’après ce critère considérées
comme apprenantes et donc 60% comme non apprenantes, tandis que dans le
groupe injecté par la Procaïne, plus aucune abeille n’est apprenante (la part
de non apprenantes est de ce fait passée à 100% du groupe expérimental). La
diﬀérence de proportion à l’échelle de l’échantillon est bien évidemment sta-
tistiquement signiﬁcative, par une ANOVA à mesures répétées sur le dernier
essai de conditionnement (facteur groupe : F1,35 = 22, 27 ; P < 0, 001). Cette
diminution drastique et totale de la quantité d’abeilles capables d’inverser la
consigne après l’anesthésie des lobes verticaux des CP indique que l’activité
issue de ces structures est eﬀectivement un élément indispensable à la capacité
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d’apprentissage de cette tâche, comme démontré précédemment par Devaud
et coll. [48].
D’autre part, une chute de rappel pour l’odeur A est observable entre la ﬁn
de la première et le début de la seconde phase pour les deux groupes. Cette
chute se manifeste par un taux de réponse diminué de 53 points pour le groupe
PBS (97% au dernier essai de la phase 1 / 44% au premier essai de la phase 2)
et de 61 points pour le groupe PTX (94% / 33%) respectivement. Ceci peut
être attribué directement au geste d’injection et non à l’action de la drogue
puisque cette baisse de réponse à l’odeur précédemment renforcée n’est pas
diﬀérente entre les deux groupes (ANOVA à mesures répétées sur la diﬀérence
entre les deux essais, facteur groupe : F1,35 = 0, 16 ; P > 0, 05). Malgré cette
chute de réponse, les abeilles se rappellent du renforcement de l’odeur A puis-
qu’en début de seconde phase le taux de réponse à A− reste statistiquement
supérieur à celui de B+ quelque soit le produit injecté (test post-hoc de Tu-
key : P < 0, 001 à l’essai 1 pour les deux groupes et P = 0, 02 à l’essai 2 pour
le groupe Procaïne). L’absence d’inversion exprimée par les abeilles injectées
à la Procaïne ne peut donc pas être attribuée à une détérioration du rappel,
d’une part puisque le groupe contrôle présente également cet eﬀet en dépit de
la capacité à inverser ultérieurement, et d’autre part car cette diminution du
niveau de rétention de l’odeur initialement conditionnée après les injections est
cohérent au rôle joué par les lobes verticaux durant le rappel de la mémoire
olfactive [14,111]. De plus, Devaud et coll. [48] ont démontré l’indépendance de
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la perte de capacité d’inversion de consigne vis à vis de ce phénomène de rappel.
Cette première expérience conﬁrme donc les résultats obtenus précédemment
au sein de l’équipe [48] et démontre à nouveau que le blocage de la signalisa-
tion de sortie des CP par l’injection d’un anesthésiant dans les lobes verticaux
empêche eﬀectivement l’inversion de consigne. Ces résultats indiquent que les
CP intacts et fonctionnels jouent un rôle général prépondérant dans l’acquisi-
tion de cette tâche ambigüe [21, 46, 48] sans pour autant fournir d’indications
plus précises quant aux réseaux et aux circuits neuronaux sous-jacents à ce
mécanisme.
3.2 Rôle des récepteurs ionotropiques au GABA
des calices dans l’inversion de consigne.
3.2.1 Injection de PTX dans les calices au cours d’une
inversion de consigne.
Après avoir démontré la nécessité de l’information transmise par les CP
via les lobes verticaux (paragraphe 3.1, [48]), nous avons cherché à déterminer
plus précisément quels sont les réseaux de neurones associés aux CP et issus
des lobes qui transmettent cette information cruciale pour l’apprentissage de
l’inversion de consigne. Pour cela, les abeilles ont été injectées de la même
façon que précédemment entre les deux phases de conditionnement par la so-
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lution contrôle (PBS, n = 40) ou, à la place de la Procaïne cette fois-ci, par
un antagoniste des récepteurs ionotropiques du GABA, la Picrotoxine (PTX
5 μM, n = 40) au niveau des calices des CP. Les résultats sont présentés dans
la Figure 3.2 (page 92). Comme dans l’expérience précédente, les abeilles ont
au préalable correctement appris la discrimination entre A+ et B− lors de la
première phase puisque le taux de réponse à A+ est signiﬁcativement plus
élevé que celui à B− dès le second essai de conditionnement (ANOVA à me-
sures répétées, facteur odeur ; PBS : F1,39 = 229, 41 ; PTX : F1,39 = 248, 26 ;
P < 0, 001 pour les deux groupes) et le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001
des essais 2 à 5). L’interaction odeur x essais est également signiﬁcative pour
les deux groupes (PBS : F4,39 = 49, 73 ; PTX : F4,39 = 49, 34 ; P < 0, 001)
les deux courbes de réponse suivent donc des proﬁls clairement diﬀérents. Les
deux groupes ne montrent pas non plus de diﬀérence d’acquisition de la pre-
mière phase avant l’injection (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe :
F2,77 = 0, 69 ; P > 0, 05 ; interaction odeur x groupe : F5,74 = 0, 45 ; P > 0, 05).
Après injection, les abeilles des deux groupes présentent un bon rappel de
l’odeur précédemment renforcée (test post-hoc de Tukey : P < 0, 001 pour le
premier essai), néanmoins seules les abeilles contrôles ont été capables par la
suite d’inverser statistiquement leurs réponses entre les deux odeurs d’après
l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées, interaction odeur x essais :
F4,39 = 29, 26 ; P < 0, 001) et le test post-hoc de Tukey appliqué lors du der-
nier essai (P = 0, 006). L’injection de PTX a quant à elle aﬀecté l’acquisition
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Figure 3.2 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices des
CP altère l’acquisition et le rappel de l’inversion de consigne (A+ B− → A−
B+). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées d’extension
du proboscis (% REP) aux odeurs au cours des phases de conditionnement et
du test de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne en
tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 40,
en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 40, en bas) au
niveau des calices. La ligne verticale en pointillés indique l’étape d’injection
pendant la transition entre les deux phases. ANOVA à mesures répétées, test
post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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de cette tâche, les abeilles répondant de façon équivalent aux deux odeurs y
compris en ﬁn de conditionnement (interaction odeur x essais : F4,39 = 9, 33 ;
P < 0, 001 ; test post-hoc de Tukey : P > 0, 05 pour l’essai 5). Les pourcentages
de réponses spéciﬁques lors du dernier essai de conditionnement en fonction
du groupe sont représentés dans la Figure 3.3 (page 94). Ce pourcentage de
réponse spéciﬁque se calcule comme étant la proportion d’abeilles répondant
correctement à la ﬁn du conditionnement, c’est-à-dire répondant à l’odeur B+
et non à l’odeur A− lors du dernier essai de la seconde phase de condition-
nement. La comparaison de ces pourcentages de réponses spéciﬁques a été
eﬀectuée d’un point de vue statistique par le suivi d’une procédure analogue
au test de Dunnett [90], et montre une altération claire de spéciﬁcité d’acqui-
sition de la tâche pour le groupe injecté à la Picrotoxine. Cette observation
lors de la phase d’apprentissage se reﬂète également lors du test de mémoire
eﬀectué une heure après, qui ne démontre aucune diﬀérence dans les taux de
réponse à A et B chez les abeilles injectées par l’antagoniste (F1,39 = 0, 11 ;
P > 0, 05) tandis que les abeilles du groupe contrôle se sont visiblement rap-
pelé des associations acquises (F1,39 = 9, 85 ; P = 0, 003).
Entre autres hypothèses, on peut également supposer d’après le proﬁl des
courbes d’acquisition de la seconde phase que les abeilles injectées par l’anta-
goniste sont toujours capables d’opérer l’activation de la réponse à B, mais plus
l’inhibition de la réponse à A. En eﬀet, les taux de réponses à B+ augmentent
de façon signiﬁcative chez ce groupe (montée de la courbe, ANOVA à mesures
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Figure 3.3 – Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de l’inversion de consigne de la Figure 3.2 (page 92), entre le groupe contrôle
injecté au PBS (n = 40, en noir) et celui injecté à la PTX (n = 40, en gris) au
niveau des calices des CP. La diﬀérence entre les deux groupes a été obtenue
par le calcul statistique du test de Dunnett : *** P < 0, 001.
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répétées, facteur essais ; PBS : F4,39 = 23, 75 ; PTX : F4,39 = 10, 64 ; P < 0, 001
pour les deux groupes), contrairement aux taux de réponse à A− (baisse de
la courbe, ANOVA à mesures répétées, facteur essais ; PBS : F4,39 = 12, 90 ;
P < 0, 001 ; PTX : F4,39 = 2, 02 ; P > 0, 05). Ces deux mécanismes, l’activation
de la réponse à B et l’inhibition de la réponse à A, semblent donc distincts,
l’eﬀet cognitif causé par l’antagoniste du récepteur ionotropique au GABA pa-
rait donc être du à un défaut global de l’acquisition de la tâche (combinaison
des deux opérations), indépendamment de chaque opération A / B.
Dans la Figure 3.2 (page 92), on pourrait également suspecter chez le
groupe injecté à l’antagoniste une tendance à inverser, puisque les courbes
A− et B+ se rejoignent au dernier essai et pourraient prédire une inversion
des taux de réponse pour un nombre d’essais plus important. Ceci suppose
que l’inversion de consigne pourrait ne pas être absente, mais être simplement
retardée, suite à l’injection de PTX dans les calices. Deux arguments princi-
paux inﬁrment cette possibilité. Premièrement, étant donné qu’une heure de
consolidation de mémoire a eu lieu entre le conditionnement et le test, il pa-
rait très probable que si ces abeilles étaient eﬀectivement capables d’apprendre
mais de façon retardée elles auraient été susceptibles d’exprimer une mémoire
de discrimination à l’issue de l’étape de consolidation. En eﬀet, le test de mé-
moire en lui-même constitue un essai supplémentaire, car même en l’absence
du renforcement les abeilles doivent répondre à chaque odeur en fonction des
associations apprises. Pour les deux groupes, PBS comme PTX, le niveau de
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réponse à A et B est identique entre le dernier essai de la seconde phase de
conditionnement et le test de mémoire (ANOVA à mesures répétées, facteur
essais ; odeur A ; PBS : F1,39 = 0, 33 ; PTX : F1,39 = 1, 69 ; odeur B ; PBS :
F1,39 = 3, 82 ; PTX : F1,39 = 1, 97 ; P > 0, 05 pour tous les groupes). Il apparait
donc que le fait d’ajouter un essai supplémentaire n’améliore pas les perfor-
mances, que ce soit concernant l’inversion démontrée pour le groupe contrôle,
ou l’absence d’inversion qui persiste pour le groupe injecté à la Picrotoxine.
Deuxièmement, nous avons déjà démontré ci-dessus que le niveau de réponse à
A de ce groupe ne diminue pas lors de la seconde phase, ce qui conﬁrme le fait
qu’il parait peu probable qu’une inversion puisse avoir lieu de façon retardée
puisque la courbe de réponse à l’odeur non renforcée reste stable pendant les 5
essais. Il semble donc que l’absence d’apprentissage de l’inversion de consigne
ne soit pas simplement liée à un retard d’acquistion, mais soit eﬀective et la
conséquence d’un blocage du signal GABAergique au niveau des calices des
CP. Néanmoins, il serait tout à fait possible de conﬁrmer cet argument par
une expérience supplémentaire d’inversion de consigne impliquant plus d’es-
sais de conditionnement (par exemple en proposant 7 présentations de A et
7 présentations de B dans chacune des phases), ce qui permettrait de vériﬁer
que malgré l’ajout d’essais les abeilles injectées à la PTX ne sont pas capables
d’inverser, et ainsi que l’eﬀet de la drogue sur le comportement est indépen-
dant d’un retard d’apprentissage.
En conséquence, l’inhibition exercée par la neurotransmission GABAergique
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sur les calices des CP et transmise par les récepteurs-canaux semble être un
élément nécessaire à la résolution d’un apprentissage d’inversion de consigne,
puisque son altération via l’injection d’un antagoniste de ces récepteurs per-
turbe l’acquisition et l’expression du comportement associé.
3.2.2 Injection contrôle de PTX dans les calices au cours
d’un apprentissage simple.
L’expérience précédemment décrite a mis en évidence que le blocage de
l’aﬀérence d’information de type GABAergique dans les calices par l’injection
de Picrotoxine altérait l’apprentissage de l’inversion de consigne. Néanmoins,
cette expérience ne suﬃt pas en elle-même pour conclure plus largement, et
nécessite de contrôler l’eﬀet de l’antagoniste avant un apprentissage élémen-
taire non ambigu. Cet apprentissage contrôle avait pour objectif de vériﬁer,
d’une part que les processus de l’olfaction et de l’apprentissage simples ne sont
pas dégradés, et d’autre part que ce signal GABAergique est spéciﬁquement
requis lors d’un apprentissage ambigu mais non lors d’un apprentissage pu-
rement élémentaire. Pour cela, les odeurs A et B utilisées en première phase
ont été remplacées au cours d’une expérience contrôle distincte par des odeurs
diﬀérentes C et D en seconde phase après injection de PBS (n = 42) ou de
PTX (n = 42), ce qui lève l’ambigüité entre les sessions d’apprentissage. Les
résultats sont présentés dans la Figure 3.4 (page 99). Le protocole ne consti-
tue alors plus une inversion de consigne, mais est ramené à une succession de
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deux conditionnements diﬀérentiels simples et indépendants (A+ B− → C+
D−). Cette méthode, qui consiste à associer systématiquement un contrôle à
l’expérience de type ambigu tout au long de ce présent travail permet de s’as-
surer, à chaque étape, de l’intégrité des processus olfactifs y compris chez les
abeilles injectées à l’agent pharmacologique et a de ce fait constitué une trame
de travail prédominante pour cette thèse.
Concernant cette expérience, toutes les abeilles ont appris correctement la
première phase A+ B− en discriminant eﬃcacement les deux odeurs d’après
l’ANOVA à mesures répétées (facteur odeur ; PBS : F1,41 = 265, 31 ; PTX :
F1,41 = 502, 32 ; P < 0, 001 pour les deux groupes) et le test post-hoc de Tukey
(P < 0, 001 des essais 2 à 5). Les deux courbes présentent des proﬁls diﬀé-
rents puisque l’interaction odeur x essais est également signiﬁcative pour les
deux groupes (PBS : F4,41 = 54, 53 ; PTX : F4,41 = 79, 19 ; P < 0, 001). Les
deux groupes ne montrent pas de diﬀérence d’acquisition de la première phase
avant l’injection (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F2,81 = 1, 09 ;
P > 0, 05 ; interaction odeur x groupe : F5,78 = 0, 81 ; P > 0, 05) ce qui auto-
rise par la suite leur répartition dans les groupes d’injection. Les abeilles ont
été injectées au niveau des calices puis confrontées au second apprentissage
diﬀérentiel par les odeurs C+ (1-heptanal) et D− (1-nonanol).
A l’issue de cette seconde discrimination simple, les abeilles des deux groupes
ont répondu signiﬁcativement plus à C que D lors du dernier essai d’après l’ana-
lyse globale (ANOVA à mesures répétées, facteur odeur ; PBS : F1,41 = 96, 74 ;
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Figure 3.4 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de deux phases de discrimnation
simples (A+ B− → C+ D−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses condi-
tionnées d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au cours des phases
de conditionnement (A / C : ligne pleine ; B / D : ligne en tirets) et du test
de rétention à une heure (C : barre noire ; D : barre grise) du groupe contrôle
d’abeilles injectées au PBS (n = 40, en haut) et du groupe d’abeilles injec-
tées à la Picrotoxine (n = 40, en bas) au niveau des calices. La ligne verticale
en pointillés indique l’étape d’injection pendant la transition entre les deux
phases. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; **
P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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PTX : F4,41 = 108, 01 ; P < 0, 001 pour les deux groupes) et le test post-hoc
de Tukey appliqué lors du dernier essai (PBS : P = 0, 005 pour l’essai 2 et
P < 0, 001 pour les essais 3 à 5 ; PTX : P < 0, 001 pour les essais 2 à 5)
ainsi que lors du test de rétention de mémoire (PBS : F1,41 = 174, 25 ; PTX :
F1,41 = 246, 00 ; P < 0, 001 pour les deux groupes). L’injection de Picrotoxine
dans les calices n’ayant pas eu d’eﬀet lors de cette expérience, l’aﬀérence du si-
gnal GABAergique inhibiteur sur les calices du CP semble donc être nécessaire
à la résolution d’un apprentissage d’inversion de consigne (paragraphe 3.2.1)
mais pas lors d’une discrimination simple élémentaire comme détaillée ici.
Les circuits neuronaux touchés apparaissent alors comme étant des structures
spéciﬁquement requises pour des formes computationnelles élaborées mais in-
dépendantes de processus cognitifs élémentaires de l’apprentissage associatif
olfactif, ce qui suggère aussi une spécialisation des aires cérébrales en fonction
du niveau de complexité des tâches cognitives.
3.2.3 La parcimonie dans les résolutions du problème.
En dehors de l’eﬀet observé de l’antagoniste du GABA sur le compor-
tement, les expériences ci-dessus laissent apercevoir que, contrairement aux
concepts et théories de l’apprentissage en vigueur, les abeilles n’utiliseraient
pas nécessairement la stratégie la plus simple - donc la plus parcimonieuse -
pour résoudre le problème proposé. Le principe de parcimonie et de représen-
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tation parcimonieuse des signaux dans le cerveau, consiste à n’utiliser que le
minimum de causes élémentaires et simples pour expliquer la congruence de
ces signaux, et implique donc en théorie que la résolution cognitive d’une tâche
reposerait sur une association linéaire des stimuli. Ceci implique alors l’usage
d’une stratégie élémentaire. Selon ce principe, il est attendu que les abeilles
auraient naturellement tendance à employer une stratégie parcimonieuse dans
la résolution de tâches dans la mesure où celles-ci admettent une résolution
élémentaire, comme lors d’un protocole d’inversion de consigne. L’expérience
précédente (paragraphe 3.2.1) tend cependant à démontrer le contraire. En ef-
fet, 40% des abeilles contrôles ont été catégorisées comme apprenantes (RCB+
> RCA− à l’essai 5) et 60% comme non apprenantes (RCB+ ≤ RCA− à l’essai 5)
lors de la seconde phase. Dans le groupe injecté par l’antagoniste en revanche,
seulement 20% des abeilles restent apprenantes et 80% non apprenantes. La
diminution entre les deux groupes du nombre d’abeilles capables de résoudre la
tâche est statistiquement signiﬁcatif (F1,39 = 4, 65 ; P = 0, 04) et indique que si
l’injection de PTX bloque eﬀectivement les processus d’apprentissage de type
non élémentaire comme le soutient notre hypothèse, la diﬀérence entre 40 et
20% d’abeilles apprenantes entre les deux groupes constituerait la part d’ani-
maux utilisant une stratégie non parcimonieuse. Ceci implique donc qu’environ
la moitié des abeilles apprenantes (soit 20% des abeilles d’une population natu-
relle) semble avoir utilisé une stratégie non élémentaire, part qui serait perdue
entre le groupe contrôle et le groupe injecté par la Picrotoxine d’après notre
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hypothèse, tandis que l’autre partie (20% des abeilles également) semble avoir
utilisé une stratégie de type élémentaire qui constitue la part d’abeilles toujours
capables de résoudre le problème suite à l’injection de Picrotoxine. Ces deux
proportions d’apprenantes et non apprenantes sont similaires et suggèrent donc
que les préférences pour l’une ou l’autre des stratégies sont réparties équitable-
ment dans la nature. Le restant du groupe (soit 60% de la population) serait
constitué d’abeilles dites non apprenantes, incapables de résoudre la tâche, et
ce par aucune des deux stratégies. Cette proportion d’abeilles inaptes à ré-
soudre ce type de problème peut sembler assez élevée. Au delà d’un défaut
purement technique ou mécanique au cours du conditionnement qui pourrait
expliquer cette absence d’acquisition, ces animaux soulèvent des interrogations
quant aux caractéristiques évolutives et adaptatives d’une colonie comprenant
ce type d’individus, et à l’utilisation des diﬀérentes stratégies de résolution
ainsi que l’absence de résolution seront développées au cours de la discussion.
En revanche, lors de l’expérience contrôle qui ne présente plus d’ambigüité
(paragraphe 3.2.2), le groupe contrôle tout comme le groupe injecté à la PTX
présentent globalement des proportions d’individus équivalentes, à savoir en-
viron 85% des abeilles considérées comme apprenantes et environ 15% de non
apprenantes dans les deux groupes qui ne diﬀèrent pas signiﬁcativement d’après
l’ANOVA à mesures répétées (facteur groupe : F1,39 = 0, 11 ; P > 0, 05). Ceci
conﬁrme que l’injection de PTX n’a pas eu d’eﬀet sur la capacité de résolu-
tion de cette tâche contrôle, et également que la part d’abeilles capables de
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résoudre la tâche est plus élevée lors d’un apprentissage simple [A+ B− puis
C+ D−] que lors de l’apprentissage ambigu correspondant [A+ B− puis A− B+].
Ces résultats indiquent ainsi que les abeilles résolvent ce type de problème
d’inversion non seulement par une approche parcimonieuse élémentaire (A+
B− / A− B+), mais également, et à un niveau comparable, par une approche
non élémentaire (A+ B− → A− B+), ce qui constituerait la stratégie la plus
coûteuse en terme de mécanismes cognitifs.
3.2.4 Injection de PTX dans les calices avant une ex-
tinction de mémoire.
Deux possibilités peuvent expliquer l’absence d’inversion de consigne chez
les abeilles injectées à la Picrotoxine décrite dans la première expérience. (i)
La première hypothèse implique que l’injection de Picrotoxine dans les ca-
lices pourrait avoir entrainé une réduction du niveau initial de réponse à A
en seconde phase par rapport au dernier essai de la phase précédente. Dans
ce cas, un pourcentage trop faible de réponse ne permettrait pas par la suite
une diminution suﬃsante et ainsi passer sous la courbe de réponse à B et créer
ainsi une inversion. Mais dans le cas ici présent, il s’avère que le rappel de A
au premier essai n’est pas aﬀecté par l’injection puisqu’il est statistiquement
identique entre les deux groupes, soit 60% de rappel en moyenne (ANOVA à
mesures répétées, facteur groupe ; F1,39 = 0, 05 ; P > 0, 05). La Picrotoxine
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n’ayant pas d’eﬀet sur le rappel, l’absence d’inversion ne peut donc pas être
attribuée à un niveau initial de réponse trop faible. (ii) La seconde hypothèse
concerne le processus d’extinction de mémoire, nécessaire à la réduction de la
réponse à A (odeur précédemment renforcée) tout au long de la seconde phase.
Diminuer la réponse par l’extinction de la mémoire associative formée lors de
la première phase est indispensable pour permettre l’apprentissage de la nou-
velle consigne et l’inversion des réponses. Si l’injection de Picrotoxine aﬀecte
eﬀectivement ce processus, les abeilles ne pourront pas apprendre la tâche par
le simple fait que la ré-acquisition de A est compromise. Comme le taux de
réponse à A− des abeilles injectées à la Picrotoxine ne diminue pas au cours
de la seconde phase (pour rappel : ANOVA à mesures répétées, facteur essais ;
F4,39 = 2, 02 ; P > 0, 05), nous avons testé par une expérience distincte si le
processus d’extinction était eﬀectivement aﬀecté chez ce groupe, en présentant
lors de la seconde phase les odeurs A et B non récompensées (expérience d’ex-
tinction, A− B−). Les résultats sont présentés dans la Figure 3.5 (page 105).
Les groupes PBS (n = 40) et PTX (n = 40) ont correctement apprit la pre-
mière phase en répondant de façon plus importante à A+ qu’à B− (PBS :
F1,39 = 276, 83 ; PTX : F1,39 = 418, 76 ; P < 0, 001 pour les deux groupes) ce
qui est conﬁrmé par le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001 des essais 2 à 5).
L’interaction odeur x essais est également signiﬁcative pour les deux groupes
(PBS : F4,39 = 38, 09 ; PTX : F4,39 = 50, 68 ; P < 0, 001) puisque les réponses
à A et B suivent des courbes bien distinctes. Les abeilles des deux conditions
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Figure 3.5 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices des
CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de l’extinction de mémoire (A+ B− →
A− B−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées d’extension
du proboscis (% REP) aux odeurs au cours des phases de conditionnement et
du test de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne en
tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 40,
en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 40, en bas) au
niveau des calices. La ligne verticale en pointillés indique l’étape d’injection
pendant la transition entre les deux phases. ANOVA à mesures répétées, test
post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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ne montrent pas non plus de diﬀérence d’acquisition de la première phase
avant l’injection (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F2,77 = 0, 39 ;
P > 0, 05 ; interaction odeur x groupe : F5,74 = 1, 19 ; P > 0,05) et présentent
également, après avoir été injectées, un bon rappel de l’odeur précédemment
renforcée (test post-hoc de Tukey : P < 0, 001 pour le premier essai de la phase
2) ainsi qu’une diminution signiﬁcative de la réponse à A au cours de la se-
conde phase d’extinction A− B− (ANOVA à mesures répétées, facteur essais :
PBS : F4,39 = 9, 64 ; PTX : F4,39 = 6, 48 ; P < 0, 001 pour les deux groupes).
Cette diminution est statistiquement identique entre le groupe Picrotoxine et
le groupe contrôle (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F1,39 = 0, 51 ;
P > 0, 05 ; interaction groupe x essais : F4,39 = 1, 46 ; P > 0, 05). Dans les deux
cas, l’extinction de la réponse à A était complète étant donné qu’à la ﬁn de
la seconde phase, les réponses à cette odeur ne sont statistiquement pas diﬀé-
rentes de zéro au dernier essai (t-test : t1,39 = 1, 43 ; P > 0, 05). Les réponses à
B sont restées très faibles et se sont maintenues entre les deux phases puisque
B n’est jamais renforcé lors de cette phase. Les abeilles n’ont pas discriminé
les odeurs lors du test de rétention (P > 0, 05 pour les deux groupes).
En résumé, les trois expériences précédentes concernant l’inversion de consigne
(Figure 3.2), son contrôle (Figure 3.4) ainsi que le protocole d’extinction (Fi-
gure 3.5) démontrent que l’inhibition des CP exercée par un signal GABAer-
gique aﬀérent aux calices (et bloqué par la Picrotoxine) est spéciﬁquement
106
3.3. Rôle des récepteurs métabotropiques au GABA dans l’inversion de consigne.
nécessaire à l’apprentissage de l’inversion de consigne. Ni le rappel de mé-
moire olfactive ni le processus d’extinction de mémoire n’ont été aﬀectés par
l’injection de Picrotoxine, l’absence d’inversion semble donc avoir été causée
par une perturbation globale du processus de réécriture de la trace mnésique.
Alors que l’augmentation de réponse à B et la diminution de réponse à A
semblent être opérés indépendamment, l’incapacité d’apprendre la tâche d’in-
version n’est vraisemblablement pas due à un défaut d’acquisition de change-
ments des contingences de renforcement, mais à l’échec global d’actualisation
de l’ensemble des associations apprises.
3.3 Rôle des récepteurs métabotropiques au
GABA dans l’inversion de consigne.
Le paragraphe précédent (3.2.1) a démontré que l’apprentissage de l’in-
version de consigne requiert un signal GABAergique inhibiteur au niveau des
calices, via une signalisation rapide par les récepteurs-canaux ionotropiques
au GABA. Nous avons donc cherché à déterminer si les récepteurs métabo-
tropiques au GABA étaient également impliqués dans ce mécanisme, par une
signalisation plus longue à s’établir et durable dans le temps notamment au
travers de la régulation d’expression de gènes. Pour cela, les abeilles ont été in-
jectées entre les deux phases de conditionnement par la solution contrôle (PBS,
n = 40) ou par un antagoniste des récepteurs métabotropiques du GABA, la
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CGP54626 hydrochloride (CGP54626 250 μM, n = 40). Les résultats sont pré-
sentés dans la Figure 3.6 (page 109). Les abeilles ont au préalable réussi l’ac-
quisition de la discrimination entre A+ et B− lors de la première phase en
répondant davantage à l’odeur A qu’à l’odeur B d’après l’ANOVA à mesures
répétées (facteur odeur ; PBS : F1,39 = 222, 37 ; CGP54626 : F1,39 = 141, 31 ;
P < 0, 001 pour les deux groupes) et le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001 des
essais 2 à 5). Les courbes de réponses pour chaque odeur suivent des proﬁls dif-
férents puisque l’interaction odeur x essais est également signiﬁcative pour les
deux groupes (PBS : F4,39 = 49, 73 ; CGP54626 : F4,39 = 36, 66 ; P < 0, 001). Les
deux groupes ne montrent pas de diﬀérence d’acquisition de la première phase
avant l’injection (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F2,77 = 0, 61 ;
P > 0, 05 ; interaction odeur x groupe : F5,74 = 1, 14 ; P > 0, 05).
Après injection, les abeilles des deux conditions présentent un bon rappel de
l’odeur précédemment renforcée (test post-hoc de Tukey : P < 0, 001 pour
le premier essai). Elles ont été capables d’inverser leurs réponses au dernier
essai de la seconde phase A− B+ d’après l’analyse globale (ANOVA à me-
sures répétées, interaction odeur x essais ; PBS : F4,39 = 30, 85 ; CGP54626 :
F4,39 = 21, 21 ; P < 0, 001 pour les deux groupes) et le test post-hoc de Tukey
appliqué en ﬁn de conditionnement (PBS : P < 0, 001 pour les essais 4 et 5 ;
CGP54626 : P < 0, 001 pour l’essai 5) et présentent des proﬁls de réponses pour
A et B statistiquement similaires (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe ;
courbe A− : F1,39 = 0, 57 ; P > 0, 05 ; courbe B
+ : F1,39 = 0, 04 ; P > 0, 05).
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Figure 3.6 – Le blocage des récepteurs au GABA métabotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de l’inversion de consigne (A+
B− → A− B+). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées
d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au cours des phases de condi-
tionnement et du test de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ;
B : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au
PBS (n = 40, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la CGP54626 (n = 40,
en bas) au niveau des calices. La ligne verticale en pointillés indique l’étape
d’injection pendant la transition entre les deux phases. ANOVA à mesures
répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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Cet apprentissage se reﬂète également lors du test de mémoire par une réponse
diﬀérente entre les odeurs (PBS : F1,39 = 14, 79 ; CGP54626 : F1,39 = 16, 71 ;
P < 0, 001 pour les deux groupes).
Catégorisation des abeilles.
Que ce soit dans le groupe contrôle ou dans le groupe injecté par l’anta-
goniste, 40% des abeilles contrôles ont été catégorisées comme apprenantes
(RCB+ > RCA− à l’essai 5) et 60% comme non apprenantes (RCB+ ≤ RCA− à
l’essai 5) lors de la seconde phase. Les deux groupes présentent globalement des
proportions équivalentes et ne diﬀèrent pas signiﬁcativement d’après l’ANOVA
à mesures répétées (facteur groupe : F1,39 = 0, 06 ; P > 0, 05), ce qui conﬁrme
que le blocage des récepteurs métabotropiques n’altère pas la résolution du
problème. En conséquence, l’inhibition exercée sur les calices nécessaire à la
résolution d’une inversion de consigne ne semble pas être dépendante des ré-
cepteurs métabotropiques du GABA.
En résumé des résultats obtenus jusqu’à présent, l’inhibition des CP repose
vraisemblablement sur un signal GABAergique au niveau des calices qui est
transmis par les récepteurs-canaux ionotropiques, et semble être indépendant
de la fonction des récepteurs métabotropiques. Cette inhibition, véhiculée par
les récepteurs de type ionotropique, est donc vraisemblablement impliquée de
façon spéciﬁque dans la capacité des abeilles à apprendre la tâche d’inversion
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de consigne, et donc à résoudre l’ambigüité de renforcement des stimuli. Suite
à cette conclusion, toutes les expériences présentées ultérieurement reposeront
sur des injections de Picrotoxine et non de CGP54626, puisque seuls les récep-
teurs de type ionotropique semblent avoir un eﬀet sur la neurotransmission
étudiée ici.
3.4 Le signal GABAergique est requis au ni-
veau des calices des corps pédonculés.
Dans le cerveau de l’abeille, deux sous-populations des neurones GABAer-
giques récurrents du groupe A3 innervent les aires des lobes des corps pédon-
culés [43, 50, 53, 62]. Le faisceau issu de la sous-population dorsale du groupe
(A3-d) innerve ventralement le lobe médian et pénètre le lobe vertical, tan-
dis que la sous-population ventrale (A3-v) s’arborise principalement dans le
lobe vertical et projette dans les calices et notamment dans la zone de l’an-
neau basal, recevant des aﬀérences sensorielles mixtes olfactives et gustatives.
et dans la zone de la lèvre, recevant des aﬀérences olfactives [50, 62]. L’aﬀé-
rence d’un signal de type GABAergique sur les corps pédonculés n’est donc
pas nécessairement originaire d’une boucle récurrente entre les lobes et les ca-
lices, mais peut également constituer une inhibition localisée au niveau de la
zone d’eﬀérence concernant le groupe dorsal A3-d des neurones récurrents, ou
encore émerger de structures inhibitrices extrinsèques aux corps pédonculés.
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L’existence de telles aﬀérences issues d’autres aires cérébrales n’a cependant
pas encore été démontrée chez l’abeille, même si des études ont décrit chez le
criquet un réseau de 60 neurones immuno-réactifs au GABA parmi les cibles
des neurones de projection dans la corne latérale [66], appelés inter-neurones de
la corne latérale ou INL, qui projettent directement sur les cellules de Kenyon
des corps pédonculés. D’après certains travaux, les INL constitueraient une des
sources du signal inhibiteur évoqué en réponse à l’odeur conditionnée, démon-
tré par l’enregistrement électro-physiologique des cellules de Kenyon au sein
des corps pédonculés [66]. Néanmoins, un argument fort permet d’exclure l’im-
plication des autres réseaux inhibiteurs et non récurrents (population A3-d et
INL présents chez le criquet) dans la capacité de résolution non élémentaire. En
eﬀet, Devaud et coll. ont démontré que le blocage pharmacologique des lobes
verticaux par un agent anesthésiant empêche cette résolution [48]. Cette ob-
servation combinée aux expériences présentées ci-dessus renforce l’hypothèse
d’une boucle fonctionnelle récurrente de rétrocontrôle entre lobes et calices,
puisque les deux aires sont requises pour ce processus, à savoir qu’à la fois un
signal excitateur issu des lobes et un signal inhibiteur exercé sur les calices
sont requis au niveau des corps pédonculés.
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3.4.1 Injection de PTX dans les lobes au cours d’une
inversion de consigne.
Aﬁn de conﬁrmer l’implication des ﬁbres A3-v qui innervent les calices,
et réfuter la possibilité que les neurones A3-d puissent avoir un eﬀet local
au niveau des lobes, des abeilles ont été injectées par la Picrotoxine dans les
lobes verticaux, zone innervée par cette seconde sous-population de neurones,
entre les deux phases de la tâche d’inversion de consigne. Les résultats sont
présentés dans la Figure 3.7 (page 114). Les deux groupes, PBS (n = 40) et
PTX (n = 40) ont bien discriminé les odeurs lors de la première phase en
répondant davantage à A+ qu’à B− d’après l’analyse de variance (ANOVA à
mesures répétées, facteur odeur ; PBS : F1,39 = 146, 75 ; PTX : F1,39 = 180, 91 ;
P < 0, 001 pour les deux groupes) et le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001
des essais 2 à 5). L’interaction odeur x essais est également signiﬁcative pour
les deux groupes (PBS : F4,39 = 38, 63 ; PTX : F4,39 = 46, 49 ; P < 0, 001), les
courbes présentent donc des proﬁls sensiblement diﬀérents. Les deux groupes
ne montrent pas de diﬀérence d’acquisition de la première phase avant l’injec-
tion (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F2,77 = 0, 82 ; P > 0, 05 ;
interaction odeur x groupe : F5,78 = 0, 83 ; P > 0, 05), les abeilles ont donc en-
suite été injectées soit par la solution contrôle PBS soit par l’antagoniste PTX
dans chacun des lobes verticaux des corps pédonculés. Cette injection avait
pour objectif d’être restreinte localement et ainsi cibler spéciﬁquement la si-
gnalisation GABAergique dans le lobe, aﬁn de bloquer l’aﬀérence du signal des
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Figure 3.7 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes des
CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de l’inversion de consigne (A+ B− →
A− B+). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées d’extension
du proboscis (% REP) aux odeurs au cours des phases de conditionnement et
du test de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne en
tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 40,
en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 40, en bas)
au niveau des lobes verticaux. La ligne verticale en pointillés indique l’étape
d’injection pendant la transition entre les deux phases. ANOVA à mesures
répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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neurones A3-d. Le rappel de l’odeur précédemment renforcée présente un bon
niveau au premier essai de la seconde phase après injection pour les abeilles
des deux groupes (test post-hoc de Tukey ; PBS : P = 0,008 ; PTX : P = 0,024
pour le premier essai). A l’issue de la seconde phase inverse A− B+ les deux
groupes ont répondu signiﬁcativement plus à l’odeur B qu’à l’odeur A lors du
dernier essai d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées, interaction
odeur x essais ; PBS : F4,39 = 12, 64 ; PTX : F4,39 = 12, 55 ; P < 0, 001 pour
les deux groupes) et le test post-hoc de Tukey (PBS : P = 0,024 ; PTX : P
= 0,020 à l’essai 5 pour les deux groupes) ainsi que lors du test de mémoire
(F1,39 = 11, 32 ; P = 0, 002 pour les deux groupes).
L’inhibition du signal GABAergique localement au niveau des lobes verticaux
n’a donc pas aﬀecté l’acquisition de cette tâche, ce qui conﬁrme que l’intégrité
des corps pédonculés n’est requise qu’au travers de la signalisation dans les ca-
lices, et ceci spéciﬁquement, contrairement à la signalisation localisée au niveau
des lobes. Les résultats suggèrent alors que les ﬁbres des neurones récurrents
nécessaires à l’inversion de consigne sont donc, à l’évidence, celles formant le
groupe ventral (A3-v) qui innervent les calices à partir des arborisations dans
les lobes verticaux principalement.
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3.4.2 Injection contrôle de PTX dans les lobes au cours
d’un apprentissage simple.
Pour conﬁrmer l’eﬀet spéciﬁque de la Picrotoxine sur le blocage des lobes
verticaux des corps pédonculés et l’absence de diﬀusion dans l’ensemble de ces
structures, l’ambigüité du protocole a été levée en remplaçant la seconde phase
inverse par une discrimination simple (C+ D−) comportant des odeurs diﬀé-
rentes de celles en première phase (A+ B−) après l’injection de PBS (n = 40)
ou de PTX (n = 40) de la même façon qu’expliqué dans le paragraphe 3.2.2,
mais l’injection concernant ici les lobes verticaux. Les résultats sont présentés
dans la Figure 3.8 (page 117). Les abeilles ont appris correctement la première
phase A+ B− d’après l’ANOVA à mesures répétées (facteur odeur ; PBS :
F1,39 = 227, 01 ; PTX : F1,39 = 89, 49 ; P < 0, 001 pour les deux groupes) et le
test post-hoc de Tukey (P < 0, 001 pour les essais 2 à 5). L’interaction odeur x
essais est également signiﬁcative pour les deux groupes (PBS : F4,39 = 38, 56 ;
PTX : F4,39 = 33, 58 ; P < 0, 001) et est corrélée à des proﬁls de réponse
distincts entre l’odeur renforcée et non renforcée. Les deux groupes montrent
une dynamique d’acquisition similaire lors de la première phase (ANOVA à
mesures répétées, facteur groupe : F2,77 = 1, 06 ; P > 0, 05 ; interaction odeur
x groupe : F5,74 = 2, 31 ; P > 0, 05). Les abeilles ont été injectées de la même
façon qu’au cours de l’expérience précédente et soumises à un second condi-
tionnement diﬀérentiel, où les animaux contrôles tout comme ceux injectés
à l’antagoniste ont appris avec succès, de par des taux de réponse supérieurs
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Figure 3.8 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de deux phases de discrimnation
simples (A+ B− → C+ D−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses condi-
tionnées d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au cours des phases
de conditionnement (A / C : ligne pleine ; B / D : ligne en tirets) et du test
de rétention à une heure (C : barre noire ; D : barre grise) du groupe contrôle
d’abeilles injectées au PBS (n = 40, en haut) et du groupe d’abeilles injectées
à la Picrotoxine (n = 40, en bas) au niveau des lobes verticaux. La ligne ver-
ticale en pointillés indique l’étape d’injection pendant la transition entre les
deux phases. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ;
** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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concernant l’odeur récompensée à celle non récompensée en ﬁn de conditionne-
ment d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées, interaction odeur
x essais ; PBS : F4,39 = 3, 05 ; P = 0, 02 ; PTX : F4,39 = 5, 05 ; P < 0, 001) et
le test post-hoc de Tukey appliqué lors du dernier essai (P < 0,001 à l’essai 5
pour les deux groupes) ainsi que lors du test de rétention de mémoire (PBS :
F1,39 = 11, 32 ; PTX : F1,39 = 13, 21 ; P < 0, 001 pour les deux groupes). Les
deux groupes présentent également des proﬁls d’acquisition similaires lors de
la seconde phase (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F2,77 = 0, 04 ;
P > 0, 05).
Catégorisation des abeilles et stratégies employées.
Les abeilles ayant été conditionnées d’après le protocole ambigu ou le pro-
tocole simple correspondant (paragraphes 3.4.1 et 3.4.2, respectivement) ont
ensuite été catégorisées a posteriori d’après le critère d’apprentissage précé-
demment détaillé. Que ce soit dans le cas de l’apprentissage ambigu (A+ B−
puis A− B+) ou de l’apprentissage simple correspondant (A+ B− puis C+ D−)
et après injection dans les lobes, 30% des abeilles ont été catégorisées comme
apprenantes et 70% comme non apprenantes pour les deux groupes, contrôle
et PTX, qui ne diﬀèrent pas signiﬁcativement entre eux (ANOVA à mesures
répétées, facteur groupe : F1,39 = 0, 07 ; P > 0, 05). Dans ces proportions les
deux groupes ne diﬀèrent pas non plus entre eux (F1,39 = 0, 25 ; P > 0, 05).
Ceci indique d’une part que l’injection de PTX dans les lobes n’a pas d’eﬀet
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sur la capacité de résolution de l’inversion de consigne, et d’autre part que
l’apprentissage n’est visiblement pas facilité malgré la levée de l’ambigüité au
cours de l’expérience contrôle, contrairement au cas de l’injection dans les ca-
lices. Ceci suggère donc que dans le cadre d’une injection au niveau des lobes
les capacités d’apprentissage des abeilles sont rapidement limitées (environ 1/3
d’apprenantes à l’échelle de la population) et ce quelque soit la complexité de
l’inversion de consigne proposée. L’inhibition des CP exercée par l’aﬀérence
d’un signal GABAergique semble donc être spéciﬁquement requise au niveau
des calices et non des lobes, et de ce fait la sous-population A3-d des neu-
rones récurrents du PCT n’apparait pas comme nécessaire à l’apprentissage
complexe contrairement aux ﬁbres A3-v. Les deux expériences décrites précé-
demment dévoilent également un autre résultat majeur. En eﬀet, les abeilles
injectées au niveau des lobes verticaux, à la fois pendant l’inversion de consigne
et pendant l’expérience contrôle, ont exprimé des taux de réponses globaux si-
gniﬁcativement plus bas en seconde phase de conditionnement par comparaison
aux expériences correspondantes après injection dans les calices (paragraphes
3.2.1 et 3.2.2, respectivement). La baisse générale des niveaux de réponse chez
ces groupes pourrait être directement imputée au lieu d’injection ciblé, à sa-
voir que la pénétration du micro-capillaire est susceptible d’endommager les
structures environnant les lobes verticaux des corps pédonculés, et particu-
lièrement la connexion des cellules de Kenyon aux neurones et motoneurones
extrinsèques émergeant des lobes. Ces eﬀérences sont connues comme étant
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impliquées dans les processus d’acquisition [112], ce qui pourrait donc expli-
quer les performances réduites obtenues, indépendamment d’un eﬀet cognitif
de la drogue. Néanmoins, et malgré ces taux de réponse inhabituellement bas,
les deux groupes PBS et PTX montrent un proﬁl similaire ce qui inﬁrme une
conséquence corrélée directement à l’eﬀet pharmacologique de l’antagoniste.
Conclusion.
La fonctionnalité des neurones GABAergiques récurrents A3-v du
PCT, formant une boucle entre les lobes et les calices des corps
pédonculés, constitue un signal inhibiteur essentiel pour les résolu-
tions olfactives élaborées dans le cadre de l’inversion de consigne.
La neurotransmission inhibitrice semble passer exclusivement par
les récepteurs-canaux ionotropiques au GABA, et ne pas être impli-





The universe is big. It’s vast and complicated and ridiculous. And
sometimes, very rarely, impossible things just happen and we call
them miracles.
– The Doctor, The Pandorica Opens - Doctor Who.
Le feature négatif constitue un second protocole d’apprentissage ambigu,
qui reste jusqu’à présent moins étudié et peu connu chez l’abeille [26, 113].
Dans le cas du feature négatif, la nature de d’ambigüité abordée est distincte
de celle présentée dans le cas de l’inversion de consigne, puisque le lien équi-
voque existant entre les stimuli et le renforcement repose ici sur une même
odeur qui est tour à tour renforcée ou non renforcée, et ceci en fonction du
contexte olfactif qui l’implique (A+ AB−, pour revue, voir [114]), contraire-
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ment à la tâche d’inversion de consigne qui présente une ambigüité basée sur
la temporalité des associations entre le renforcement et les odeurs (A+ B−
puis A− B+). L’expérience de feature négatif, elle, maintient tout au long de
la tâche l’ambigüité de valence d’une des deux odeurs utilisées [26, 113]. D’un
point de vue théorique, l’ambigüité conﬁgurale présente dans le protocole de
feature négatif peut être résolue en utilisant trois principales stratégies cogni-
tives. La première implique que les animaux utilisent simplement une stratégie
de type élémentaire, c’est-à-dire qu’ils considèrent le mélange AB non renforcé
comme étant la somme linéaire de ses composantes A et B, soit que AB− =
[A− + B−] [19], et qu’au sein duquel chaque composant est associé séparément
à la présence ou l’absence de renforcement. Dans ce contexte, l’indice critique
permettant de répondre de façon appropriée à chaque essai de conditionne-
ment constitue l’élément B [115]. Etant donné que l’élément A est porteur de
l’ambigüité, puisque présenté comme étant renforcé et non renforcé autant de
fois, B agit comme un indice d’inhibition conditionné de la réponse dès lors
que l’odeur A apparait conjointement à B au sein du mélange. Le protocole
proposé se réduit alors à un problème purement élémentaire, les animaux éta-
blissant leur réponse - ou leur absence de réponse - en se basant sur l’absence
- ou la présence, respectivement - de l’indice B−. Au-delà de la voie élémen-
taire, cette tâche admet également une résolution par une stratégie de type
non élémentaire, à la condition que l’animal prenne en compte la conﬁgura-
tion olfactive du mélange, c’est-à-dire seulement si AB est traité comme une
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entité (X) partiellement ou totalement distincte de la somme additive et li-
néaire de ses composantes, soit que AB− = X− = [A + B] [27]. Dans ce cas,
l’ambigüité portée par la composante A est résolue en considérant le mélange
comme un composé existant en dehors de toute relation équivoque, puisqu’il
n’est présenté exclusivement que comme un stimulus non renforcé (X−), et in-
dépendant des associations portées par ses composantes qui ne sont alors plus
considérées comme telles. La discrimination devient alors triviale puisqu’elle
revient à opposer A+ à X−. Enﬁn, la troisième possibilité consiste à traiter
l’élément B comme un indicateur négatif signalant que le stimulus conditionnel
A ne sera pas associé au renforcement, sans pour autant s’impliquer lui-même
dans une relation associative directe avec le renforcement [114,116].
L’objectif de cette expérience de feature négatif est d’étudier l’eﬀet avéré au
cours des sections précédentes de l’injection de Picrotoxine dans les calices pen-
dant un autre type d’apprentissage que celui de l’inversion de consigne. Ceci
permettrait de vériﬁer que les résultats obtenus lors de ce précédent protocole
n’en constituent pas des spéciﬁcités, mais peuvent être extrapolés à d’autres
tâches, et ainsi évaluer dans quelle mesure les neurones récurrents candidats
jouent un rôle conservé dans des problèmes cognitifs de niveau et de nature
d’ambigüité variés.
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4.1 Rôle des récepteurs au GABA dans l’ap-
prentissage appétitif du feature négatif.
Aﬁn de conﬁrmer l’implication du signal GABAergique aﬀérent aux corps
pédonculés dans les apprentissages complexes et ambigus, les abeilles ont donc
été conditionnées d’après le paradigme du feature négatif.
4.1.1 Injection de PTX dans les calices au cours d’un
apprentissage appétitif du feature négatif.
Ce protocole, établi d’après les travaux de Chandra et Smith [26], a consisté
à soumettre les abeilles injectées par la solution contrôle (n = 55) ou la Picro-
toxine (n = 55) à une discrimination appétitive entre l’odeur A seule qui était
récompensée par le sucre, tandis que le mélange binaire de A avec B n’était
pas renforcé (A+ AB−). L’abeille doit donc apprendre à répondre par une ex-
tension conditionnée du proboscis à A et non pas à AB malgré la présence de
l’élément A dans le mélange. Les résultats sont présentés dans la Figure 4.1
(page 126). Après injection, l’odeur seule et le mélange ont été présentés de fa-
çon semi-aléatoire 8 fois, soit 16 essais au total. Les abeilles contrôles injectées
au PBS ont correctement appris la discrimination entre A+ et AB−, puisque
le taux de réponse à A+ est signiﬁcativement plus élevé que celui à AB− au
dernier essai de conditionnement d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures
répétées, facteur odeur : F1,54 = 3, 96 ; P = 0, 04 ; interaction odeur x essais :
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F8,54 = 7, 61 ; P < 0, 001) ainsi que le test post-hoc de Tukey (P = 0, 04 à
l’essai 7 et P < 0, 001 au dernier essai). En revanche, les abeilles injectées
à la Picrotoxine n’ont pas appris la discrimination et les taux de réponse à
chaque stimulus ne diﬀèrent pas signiﬁcativement (ANOVA à mesures répé-
tées, facteur odeur : F1,54 = 0, 28 ; P > 0, 05 ; interaction odeur x essais :
F8,54 = 1, 52 ; P > 0, 05 pour tous les essais). Les pourcentages de réponses
spéciﬁques lors du dernier essai de conditionnement en fonction du groupe sont
représentés dans la Figure 4.2 (page 127). Cette réponse spéciﬁque se déﬁnie
comme étant le fait pour une abeille de répondre correctement, c’est-à-dire de
répondre à l’odeur A+ et non au mélange AB− lors du dernier essai de condi-
tionnement. La comparaison de ces pourcentages de réponses spéciﬁques a été
eﬀectuée d’un point de vue statistique par le suivi d’une procédure analogue
au test de Dunnett [90], et montre une altération claire de spéciﬁcité d’ac-
quisition de la tâche pour le groupe injecté à la Picrotoxine. Cette tendance
est conﬁrmée lors du test de rétention eﬀectué une heure après, même si le
groupe PBS a diminué sa réponse à A+ (ANOVA à mesures répétées, facteur
odeur ; PBS : F1,54 = 5, 93 ; P = 0, 02 ; PTX : F1,54 = 2, 87 ; P > 0, 05). Malgré
la diﬀérence de discrimination évidente démontrée entre les deux groupes, les
analyses globales des proﬁls de réponse au mélange non renforcé AB ainsi qu’à
l’odeur seule A ne révèlent pas statistiquement de divergence en fonction du
traitement (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe ; AB− : F1,54 = 0, 01 ;
A+ : F1,54 = 2, 04 ; P > 0, 05 dans les deux cas). La conclusion qui découle
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Figure 4.1 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices des
CP altère l’acquisition et le rappel du feature négatif appétitif (A+ AB−). La ﬁ-
gure montre le pourcentage de réponses conditionnées d’extension du proboscis
(% REP) aux odeurs au cours du conditionnement et du test de rétention à une
heure d’une discrimination de feature négatif (A+ : ligne pleine et barre noire ;
AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au
PBS (n = 55, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n =
55, en bas) au niveau des calices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc
de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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Figure 4.2 – Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de feature négatif de la Figure 4.1 (page 126), entre le groupe contrôle injecté
au PBS (n = 55, en noir) et celui injecté à la PTX (n = 55, en gris) au niveau
des calices des CP. La diﬀérence entre les deux groupes a été obtenue par le
calcul statistique du test de Dunnett : *** P < 0, 001.
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de cette expérience implique que l’inhibition exercée par la neurotransmission
GABAergique sur les calices des CP, et véhiculée par les récepteurs-canaux
bloqués eﬀectivement par la Picrotoxine, semble être également nécessaire à la
résolution du paradigme de feature négatif.
Du fait de l’absence d’implication des récepteurs de type métabotropique dans
ce phénomène lors d’une tâche d’inversion de consigne, l’eﬀet de son antago-
niste, la CGP54626, n’a ici pas été réévalué au cours de ce second apprentissage.
4.1.2 Injection de PTX dans les calices avant un ap-
prentissage appétitif rallongé du feature négatif.
En dépit de la diﬀérence d’acquisition entre les deux groupes qui a été
démontrée dans l’expérience précédente (paragraphe 4.1.1), la performance
du groupe injecté à la PTX pourrait laisser penser qu’une discrimination de
l’odeur seule au mélange serait possible avec plus d’essais de conditionnement.
Aﬁn de vériﬁer que l’altération de l’apprentissage constatée chez ce groupe
n’est pas liée à un simple retard mais correspond bien à un défaut global
d’acquisition, un second conditionnement de feature négatif, plus long, a été
proposé. Cette fois-ci, après avoir été opérées et injectées, les abeilles ont été
conditionnées pendant 20 essais, soit 4 essais supplémentaires par rapport à
l’expérience précédente, incluant 10 présentations semi-aléatoires de chaque
stimulus. Les résultats sont présentés dans la Figure 4.3 (page 130). A la ﬁn de
l’expérience, les abeilles contrôles (n = 52) ont appris la discrimination entre
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l’odeur seule et le mélange d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures ré-
pétées, facteur odeur : F1,51 = 9, 22 ; P < 0, 001 ; interaction odeur x essais :
F9,51 = 7, 61 ; P < 0, 001) ainsi que le test post-hoc de Tukey (P = 0, 03 à
l’essai 9 et P < 0, 001 au dernier essai). En revanche, les abeilles injectées
à la Picrotoxine (n = 52) présentent des taux de réponse similaires entre les
deux stimuli au cours du conditionnement d’après l’analyse globale (ANOVA
à mesures répétées, facteur odeur : F1,51 = 1, 32 ; P > 0, 05 ; interaction odeur
x essais : F9,51 = 1, 89 ; P > 0, 05) ainsi qu’une absence de discrimination lors
du test de mémoire, contrairement aux animaux contrôles (ANOVA à mesures
répétées, facteur odeur ; PBS : F1,51 = 10, 67 ; P = 0, 002 ; PTX : F1,51 = 0, 19 ;
P > 0, 05). Les deux groupes ne montrent pas de diﬀérence de réponse au
mélange non renforcé (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe ; AB− :
F1,51 = 0, 72 ; P > 0, 05) dont le niveau reste très bas, mais en revanche ils
diﬀèrent quant au taux et à la dynamique de réponse à l’odeur seule renforcée
(ANOVA à mesures répétées, facteur groupe ; A+ : F1,51 = 14, 91 ; P < 0, 001).
Les pourcentages de réponses spéciﬁques lors du dernier essai de conditionne-
ment en fonction du groupe sont représentés dans la Figure 4.4 (page 131) et
montrent eﬀectivement une diﬀérence entre les deux groupes.
L’altération du signal GABAergique au niveau des calices par le blocage des
récepteurs-canaux ionotropiques empêche donc eﬀectivement l’acquisition du
paradigme de feature négatif, et n’entraine pas simplement un retard d’appren-
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Figure 4.3 – L’altération de l’acquisition et du rappel du feature négatif ap-
pétitif (A+ AB−) par le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des
calices des CP n’est pas liée à un eﬀet retard. La ﬁgure montre le pourcentage
de réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au
cours du conditionnement et du test de rétention à une heure d’une discrimi-
nation étendue de feature négatif (A+ : ligne pleine et barre noire ; AB− : ligne
en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au PBS (n =
52, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 52, en bas)
au niveau des calices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : *
P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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Figure 4.4 – Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de feature négatif étendu de la Figure 4.3 (page 130), entre le groupe contrôle
injecté au PBS (n = 52, en noir) et celui injecté à la PTX (n = 52, en gris) au
niveau des calices des CP. La diﬀérence entre les deux groupes a été obtenue
par le calcul statistique du test de Dunnett : *** P < 0, 001.
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tissage comme aurait pu le suggérer l’expérience précédente.
4.1.3 Injection contrôle de PTX dans les calices au cours
d’un apprentissage simple.
Lors des deux expériences décrites précédemment, concernant le protocole
court (paragraphe 4.1.1) ou le protocole étendu (paragraphe 4.1.2), la discri-
mination olfactive était altérée par le blocage de l’information GABAergique
aﬀérente aux calices des corps pédonculés. Aﬁn de conﬁrmer que l’eﬀet de
l’antagoniste injecté est bien spéciﬁque aux structures impliquées dans un ap-
prentissage ambigu, et également que les fonctions olfactives de l’apprentissage
élémentaire ne sont pas dégradées par la PTX, l’odeur A a été remplacée dans
le mélange par une odeur diﬀérente (odeur C, 1-nonanol) aﬁn de retirer l’am-
bigüité de renforcement entre la présentation seule et celle associée à B. Le
protocole ainsi généré (A+ BC−) ne constitue alors plus un paradigme de
feature négatif mais revient simplement à proposer aux animaux une discri-
mination simple entre une odeur seule et un mélange binaire distinct, dans
laquelle chaque odeur est non ambigüe. Les résultats sont présentés dans la
Figure 4.5 (page 134).
Après l’injection dans les calices et à l’issue du conditionnement en 16 es-
sais identique au protocole décrit dans le paragraphe 4.1.1, les abeilles des
groupes contrôle PBS (n = 43) et du groupe PTX (n = 43) ont répondu si-
gniﬁcativement plus à l’odeur A qu’au mélange BC d’après l’analyse globale
132
4.1. Rôle des récepteurs au GABA dans l’apprentissage appétitif du feature négatif.
(ANOVA à mesures répétées, facteur odeur ; PBS : F1,42 = 69, 79 ; PTX :
F1,42 = 50, 74 ; P < 0, 001 pour les deux groupes ; interaction odeur x essais ;
PBS : F8,42 = 22, 51 ; PTX : F8,42 = 17, 56 ; P < 0, 001 pour les deux groupes)
ainsi que le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001 des essais 3 à 8) ce qui est
également le cas lors du test de mémoire (ANOVA à mesures répétées, fac-
teur odeur ; PBS : F1,42 = 40, 09 ; PTX : F1,42 = 36, 52 ; P < 0, 001 pour
les deux groupes). Les deux groupes présentent des performances d’acquisi-
tion identiques, à la fois dans l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées,
facteur groupe : F1,42 = 1, 44 ; P > 0, 05) et également dans la comparaison
des proﬁls de courbes (ANOVA à mesures répétées, interaction groupe x es-
sais : F8,77 = 0, 49 ; P > 0, 05). Contrairement aux expériences précédentes
au cours desquelles les abeilles injectées par l’antagoniste étaient incapables
d’apprendre une tâche complexe, ici le blocage du signal GABAergique dans
les calices n’altère pas la discrimination élémentaire d’une odeur à un mélange
qui ne l’inclut pas. Cette signalisation inhibitrice n’est donc visiblement pas
requise pour la résolution de ce dernier cas de ﬁgure, tandis qu’elle est néces-
saire, tout comme dans le cas de l’inversion de consigne, à l’apprentissage de
la tâche ambigüe correspondante.
En résumé, l’inhibition des CP par l’aﬀérence GABAergique au niveau des
calices est impliquée dans la capacité des abeilles à apprendre non seulement
une tâche d’inversion de consigne, mais également une tâche d’apprentissage
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Figure 4.5 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel d’une discrimnation de mélange
simple (A+ BC−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées
d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au cours du conditionnement
et du test de rétention à une heure d’une discrimination simple (A+ : ligne
pleine et barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle
d’abeilles injectées au PBS (n = 43, en haut) et du groupe d’abeilles injectées
à la Picrotoxine (n = 43, en bas) au niveau des calices. ANOVA à mesures
répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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de feature négatif et permet donc de résoudre des ambigüités de nature à la fois
temporelle (inversion de consigne) et conﬁgurale (feature négatif) concernant
les contingences de renforcement des stimuli.
4.1.4 La parcimonie dans les résolutions du problème
appétitif de feature négatif.
Comme nouveau résultat également, les expériences précédentes de condi-
tionnement de feature négatif ainsi que le contrôle non ambigu correspondant
(paragraphes 4.1.1, 4.1.2 et 4.1.3, respectivement) évoquent l’utilisation d’une
stratégie mixte, incluant la résolution de type non élémentaire en plus de la
stratégie parcimonieuse (élémentaire) pour résoudre la tâche, puisque certaines
abeilles sont toujours capables d’apprendre les protocoles ambigus (court ou
étendu) y compris dans les groupes injectés à la PTX. Selon le principe de
parcimonie, il est donc attendu que les abeilles aient une tendance naturelle
à employer une stratégie élémentaire dans la résolution de la tâche proposée.
Néanmoins, les résultats démontrent l’utilisation des deux types de résolution.
Pour chacune des conditions, les individus ont été catégorisés a posteriori
d’après le nombre de réponses à chaque odeur lors du dernier essai de condi-
tionnement, et ont été classées comme apprenantes les abeilles ayant répondu
davantage à l’odeur seule qu’au mélange (RCA+ > RCAB− au dernier essai) et
comme non apprenantes celles ayant répondu de façon équivalente ou inverse
(RCA+ ≤ RCAB− au dernier essai). Dans le cas du protocole ambigu étendu
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(paragraphe 4.1.2), 40% des abeilles du groupe contrôle sont d’après ce critère
considérées comme apprenantes et 60% non apprenantes, tandis que dans le
groupe injecté par l’antagoniste en revanche, seulement 10% des abeilles res-
tent apprenantes et la part de non apprenantes est passée à 90% des animaux.
Ce changement, qui se révèle évidemment signiﬁcatif entre les deux groupes
(F1,51 = 16, 65 ; P < 0, 001) indique que si l’injection de PTX bloque eﬀec-
tivement les processus d’apprentissages non élémentaires comme d’après l’hy-
pothèse soutenue ici, la diﬀérence observée entre les 40% et les 10% d’abeilles
apprenantes entre les deux groupes constituerait la part d’animaux utilisant
une stratégie non parcimonieuse. Cela impliquerait donc qu’environ 1/4 des
apprenantes (soit 1/4 de 40% = 10% d’une population naturelle d’abeilles)
utiliserait préférentiellement une stratégie élémentaire qui serait maintenue en
dépit de l’injection de Picrotoxine, alors que les 3/4 restants (soit 3/4 de 40%
= 30% d’une population naturelle) utiliseraient une résolution de type non
élémentaire, part qui serait perdue entre le groupe contrôle et le groupe injecté
par l’antagoniste. Ces proportions semblent donc indiquer que la stratégie non
élémentaire, qui mène à traiter le mélange AB comme étant diﬀérent de A
et de B, constitue dans le cas du protocole proposé la stratégie préférentiel-
lement utilisée au sein d’une population naturelle pour ce type de résolution.
L’autre partie du groupe contrôle (soit 60% de la population) serait constituée
d’abeilles non apprenantes, c’est-à-dire incapables de résoudre la tâche, et ce
par aucune des deux stratégies.
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Dans le cas du protocole ambigu court (paragraphe 4.1.1), 40% des abeilles
contrôles ont été catégorisées comme apprenantes (RCA+ > RCAB− à l’essai
8) et 60% comme non apprenantes (RCA+ ≤ RCAB−), contre 15% et 85% res-
pectivement pour le groupe injecté à la Picrotoxine. La diminution du nombre
d’abeilles capables de résoudre la tâche est statistiquement signiﬁcatif entre
les deux groupes (F1,54 = 10, 44 ; P = 0, 002). Ceci implique également qu’en-
viron le tiers des abeilles apprenantes (40% - 15%, soit 25% des abeilles d’une
population naturelle) semble avoir utilisé une stratégie non élémentaire tandis
que l’autre partie (soit 15% des abeilles d’une population naturelle) semble
avoir utilisé une stratégie de type élémentaire qui constitue la part d’abeilles
toujours capables de résoudre le problème suite à l’injection de Picrotoxine.
L’autre partie des abeilles contrôles (soit 60% de la population) est incapable
de résoudre la tâche proposée de feature négatif.
En revanche lors de l’expérience contrôle qui ne présente plus d’ambigüité
(A+ BC−, paragraphe 4.1.3), le groupe contrôle tout comme le groupe injecté
à la PTX présentent globalement des proportions d’individus équivalentes, à
savoir environ 65% des abeilles considérées comme apprenantes et d’environ
35% non apprenantes dans les deux groupes qui ne diﬀèrent pas signiﬁcati-
vement d’après l’ANOVA à mesures répétées (facteur groupe : F1,42 = 0, 20 ;
P > 0, 05). Ceci conﬁrme que l’injection de PTX n’a pas d’eﬀet sur la capacité
de résolution de cette tâche contrôle.
Ces résultats semblent donc indiquer que la stratégie non élémentaire constitue
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de nouveau dans le cas du protocole proposé la stratégie préférentiellement uti-
lisée au sein d’une population naturelle. Les proportions de chaque catégorie,
apprenante comme non apprenante, sont comparables entre le protocole court
et le protocole étendu de feature négatif (40% et 60% de chaque groupe, respec-
tivement), et qu’au sein même de la catégorie apprenante, la part d’utilisation
de chaque stratégie, élémentaire et non élémentaire, est également similaire
quelque soit la durée du protocole (entre 15% et 10%, et entre 25% et 30%,
respectivement). Ces résultats conﬁrment également ceux obtenus en inversion
de consigne, et semblent indiquer que les abeilles résolvent également des pro-
blèmes conﬁguraux non seulement par une approche élémentaire qui pourrait
être perçue comme étant plus parcimonieuse, mais également d’une façon non
élémentaire.
4.2 Le signal GABAergique est requis au ni-
veau des calices des corps pédonculés.
4.2.1 Injection de PTX dans les lobes au cours d’un
apprentissage appétitif du feature négatif.
De façon symétrique à ce qui a été eﬀectué pour la partie concernant l’in-
version de consigne, des expériences ont été menées aﬁn de conﬁrmer que
l’inhibition par le GABA au niveau des calices, véhiculée en principe par les
ﬁbres A3-v, est critique pour la résolution du feature négatif, alors que celle
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véhiculée par les neurones innervant A3-d innervant les lobes verticaux est
accessoire. Pour cela, des abeilles ont été injectées soit par le PBS (n = 42)
soit par la Picrotoxine (n = 42) dans les lobes verticaux préalablement à la
tâche d’acquisition de feature négatif. Après avoir été opérées et injectées au
niveau des lobes aﬁn de bloquer l’aﬀérence du signal des neurones A3-d, les
abeilles ont été conditionnées par le protocole classique A+ AB− pendant 16
essais incluant 8 présentations semi-aléatoires de chaque stimulus. Les résul-
tats sont présentés dans la Figure 4.6 (page 140). A la ﬁn de l’expérience,
les deux groupes ont appris la discrimination entre l’odeur seule et le mé-
lange d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées, facteur odeur ;
PBS : F1,41 = 6, 27 ; P = 0, 01 ; PTX : F1,41 = 8, 55 ; P = 0, 004 ; interaction
odeur x essais ; PBS : F8,41 = 4, 11 ; PTX : F8,41 = 6, 39 ; P < 0, 001 pour les
deux groupes) ainsi que le test post-hoc de Tukey (P = 0, 04 des essais 6 à
8 pour le groupe PBS ; P = 0, 04 aux essais 6 et 8 et P = 0, 02 à l’essai 7
pour le groupe PTX). Cette acquisition se manifeste également lors du test de
mémoire à moyen terme (ANOVA à mesures répétées, facteur odeur ; PBS :
F1,41 = 14, 54 ; PTX : F1,41 = 16, 40 ; P < 0, 001 pour les deux groupes). Les
deux groupes présentent des proﬁls de réponses identiques au mélange non
renforcé ou à l’odeur seule, à la fois dans l’analyse globale (ANOVA à me-
sures répétées, facteur groupe : F8,75 = 0, 48 ; P > 0, 05) et également dans la
comparaison des proﬁls de courbes (ANOVA à mesures répétées, interaction
groupe x essais : F8,75 = 0, 94 ; P > 0, 05).
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Figure 4.6 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel du feature négatif appétitif (A+
AB−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées d’extension
du proboscis (% REP) aux odeurs au cours du conditionnement et du test
de rétention à une heure d’une discrimination de feature négatif (A+ : ligne
pleine et barre noire ; AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle
d’abeilles injectées au PBS (n = 42, en haut) et du groupe d’abeilles injectées
à la Picrotoxine (n = 42, en bas) au niveau des lobes verticaux. ANOVA à
mesures répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; ***
P < 0, 001.
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L’inhibition du signal GABAergique localement au niveau des lobes verticaux
n’a donc pas aﬀecté l’acquisition de ce problème, et permet de conﬁrmer que
l’intégrité des corps pédonculés n’est requise qu’au travers de la signalisa-
tion GABAergique dans les calices spéciﬁquement, et non dans les lobes. Ceci
suggère fortement, et en complément des résultats obtenus en inversion de
consigne, que les projections des neurones GABAergique récurrents nécessaires
à cette résolution sont de nouveau celles constituant le groupe ventral (A3-v)
qui innervent les calices à partir des arborisations dans les lobes verticaux.
4.2.2 Injection contrôle de PTX dans les lobes au cours
d’un apprentissage simple.
Pour conﬁrmer l’eﬀet spéciﬁque de la Picrotoxine sur le blocage des lobes
et l’absence de diﬀusion dans l’ensemble des corps pédonculés, l’expérience
contrôle a permis de lever l’ambigüité du protocole en remplaçant l’odeur A
par une odeur diﬀérente au sein du mélange, générant ainsi un paradigme non
ambigu (A+ BC−). Les résultats sont présentés dans la Figure 4.7 (page 143).
Après avoir été injectées par la solution contrôle (n = 42) ou par la Picro-
toxine (n = 42) au niveau des lobes verticaux, les abeilles ont été condition-
nées d’après ce protocole sans ambigüité pendant 16 essais, à la ﬁn duquel
les deux groupes ont appris avec succès la discrimination entre l’odeur seule
et le mélange d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées, facteur
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odeur ; PBS : F1,42 = 20, 43 ; PTX : F1,42 = 29, 07 ; P < 0, 001 pour les deux
groupes ; interaction odeur x essais ; PBS : F8,42 = 10, 90 ; PTX : F8,42 = 16, 03 ;
P < 0, 001 pour les deux groupes) ainsi que le test post-hoc de Tukey (PBS :
P = 0, 01 à l’essai 4, P = 0, 06 à l’essai 5 et P < 0, 001 des essais 6 à 8 ;
PTX : P < 0, 001 des essais 5 à 8) ce qui est également le cas lors du test de
mémoire (ANOVA à mesures répétées, facteur odeur ; PBS : F1,42 = 30, 75 ;
PTX : F1,42 = 27, 88 ; P < 0, 001 pour les deux groupes). Les deux groupes
présentent des dynamiques de réponses identiques, à la fois dans l’analyse glo-
bale (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe : F8,75 = 0, 91 ; P > 0, 05)
et également dans la comparaison des proﬁls de courbes (ANOVA à mesures
répétées, interaction groupe x essais : F8,75 = 1, 18 ; P > 0, 05).
Catégorisation des abeilles.
Les abeilles ayant été conditionnées d’après le protocole ambigu (A+ AB−)
ou le protocole simple (A+ BC−) correspondant (paragraphes 4.2.1 et 4.2.2,
respectivement) et injectées au niveau des lobes ont ensuite été catégorisées
comme apprenantes (RCA+ > RCAB− à l’essai 8) et comme non apprenantes
(RCA+ ≤ RCAB− à l’essai 8). Dans le cas du feature négatif, le groupe contrôle
tout comme le groupe injecté à la PTX présentent globalement des propor-
tions d’individus équivalentes. En eﬀet, environ 30% des abeilles sont, d’après
le critère appliqué, considérées comme apprenantes et de ce fait 70% sont non
apprenantes dans les deux groupes. Plus précisément, ces proportions sont de
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Figure 4.7 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel d’une discrimnation de mélange
simple (A+ BC−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées
d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au cours du conditionnement
et du test de rétention à une heure d’une discrimination simple (A+ : ligne
pleine et barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle
d’abeilles injectées au PBS (n = 42, en haut) et du groupe d’abeilles injectées
à la Picrotoxine (n = 42, en bas) au niveau des lobes verticaux. ANOVA à
mesures répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; ***
P < 0, 001.
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36% et 64% respectivement, dans le groupe PTX mais peuvent être considérées
comme équivalentes à celles du groupe contrôle, d’après l’ANOVA à mesures
répétées (facteur groupe : F1,41 = 0, 05 ; P > 0, 05). Dans le cas du protocole
ne présentant pas d’ambigüité, environ la moitié des abeilles sont apprenantes
ou non apprenantes dans les deux groupes, PBS et PTX, ces proportions étant
plus précisément de 45% et 55% respectivement. Les deux groupes présentent
des proportion néanmoins équivalentes d’après l’ANOVA à mesures répétées
(facteur groupe : F1,41 = 0, 18 ; P > 0, 05). Ces résultats conﬁrment que l’in-
jection de PTX n’a pas d’eﬀet sur la capacité de résolution de la tâche, qu’elle
soit ambigüe ou non. L’inhibition locale du signal GABAergique au niveau des
lobes verticaux n’a donc pas aﬀecté l’acquisition du problème de feature néga-
tif, et permet de conﬁrmer que l’intégrité des corps pédonculés n’est requise
qu’au travers de la signalisation GABAergique dans les calices de façon spéci-
ﬁque et non dans les lobes. Ceci suggère donc que la contribution des neurones
A3-v est nécessaire pour la résolution des discriminations non élémentaires,
alors que celle des neurones A3-d est accessoire.
L’inhibition des CP assurée par le signal GABAergique semble donc être spé-
ciﬁquement requise au niveau des calices et non des lobes. L’ensemble des
expériences réalisées jusqu’ici conﬁrme que la sous-population A3-d des neu-
rones récurrents du PCT n’est manifestement pas requise à un apprentissage
ambigu, que ce soit pour une tâche d’inversion de consigne ou une tâche liée
au feature négatif.
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4.3 Rôle des récepteurs au GABA dans l’ap-
prentissage aversif du feature négatif.
4.3.1 Mise en évidence princeps de l’apprentissage am-
bigu aversif.
Cette partie a été élaborée avec l’aide expérimentale de Hélène Gauchez
dans le cadre de son stage de Master 1 BioSanté.
Capacité de résolution de feature négatif en modalité aversive.
Les capacités d’apprentissage non élémentaire n’étaient jusqu’à présent
étudiées chez l’abeille que dans le cadre des associations en modalité appé-
titive [21, 23, 26]. Ceci s’explique par plusieurs raisons, dont deux éléments
en particulier. D’une part en raison des moindres performances obtenues chez
ce modèle en modalité aversive plutôt qu’en appétitive, quand il s’agit d’ap-
prentissages absolus, c’est-à-dire dans les protocoles les plus simples. Dans ce
cas, après des essais de conditionnement multiples, les performances atteignent
classiquement les 90% en ﬁn de conditionnement appétitif tandis que les taux
de réponse obtenus en aversif sont généralement plus proches de 50% [9,10,36].
D’autre part, le délaissement relatif concernant cette modalité d’apprentissage
chez l’abeille s’explique aussi par le manque de pertinence biologique d’un pro-
tocole associant une odeur à des chocs électriques. Le problème du condition-
nement du RED vient également du fait que sa mise en place est relativement
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récente, contrairement au protocole du conditionnement du REP, étant donné
la diﬃculté d’obtenir des performances correctes chez des abeilles maintenues
en position allongée. Ce point sera réfuté par la suite puisque les expériences
réalisées au cours de ce travail de thèse auront démontré la capacité cognitive
des abeilles à résoudre des tâches élaborées en modalité aversive. Le second
point qui aborde la pertinence biologique de ce protocole sera discuté plus
loin.
Pour des associations aversives entre une ou des odeurs et des chocs électriques,
seuls les apprentissages élémentaires de conditionnement absolu (A+) et diﬀé-
rentiel (A+ B−) ont été explorés jusqu’alors [9, 10]. Les travaux de Vergoz et
coll. [9] ont été les premiers à mettre au point un protocole comportemental
de conditionnement aversif chez l’abeille, repris par la suite par Tedjakumala
et coll. [10] ayant permis d’améliorer la connaissance de ses bases neurobiolo-
giques.
Dans ce présent travail, les abeilles ont été conditionnées d’après le protocole
originel [9], néanmoins les expériences ont permis d’améliorer les conditions
expérimentales, en particulier quatre paramètres critiques de l’expérience. Ces
points concernent notamment (i) la température de la pièce qui doit rester
constante et être maintenue à 25°C ; (ii) le temps de repos de animaux après
la ﬁxation sur les supports de contention, réduite à 2 heures aﬁn d’éviter des
phénomènes de fatigue et de stress trop importants ; (iii) l’absence d’utilisa-
tion d’une lumière artiﬁcielle qui semble altérer une bonne acquisition ; et enﬁn
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(iv) l’intensité du courant utilisé comme stimulus inconditionnel qui était plus
faible que celle employée par les auteurs. En eﬀet, des expériences prélimi-
naires réalisées avec 5,5 volts ont généré de meilleures performances que les
tests préliminaires eﬀectués sous 7,5 volts d’après le protocole de référence, et
ont justiﬁé la modiﬁcation de ce paramètre par rapport aux conditions décrites
par Vergoz et coll. [9].
La Figure 4.8 (page 148) présente les performances d’acquisition et de rétention
suite à un protocole de feature négatif en modalité aversive dans ces conditions
optimales. Sur l’ensemble des 9 essais de conditionnement, les abeilles (n = 115)
ont bien appris la tâche par une augmentation des réponse à l’odeur seule punie,
et une diminution des réponses au mélange non puni (évolution de la courbe
A+ : F8,114 = 2, 69 ; P = 0, 006 ; AB
− : F8,114 = 10, 15 ; P < 0, 001) d’après
l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées, facteur odeur : F1,114 = 10, 82 ;
P < 0, 001 ; interaction odeur x essais : F8,114 = 7, 19 ; P < 0, 001) et le test
post-hoc de Tukey (P < 0, 001 des essais 8 à 9). Cette acquisition se maintient
également jusque pendant le test de mémoire (ANOVA à mesures répétées,
facteur odeur : F1,114 = 30, 29 ; P < 0, 001).
Cette expérience constitue le premier cas de démonstration d’apprentissage
et de rétention d’une tâche ambigüe en modalité aversive chez des abeilles.
Le protocole mis en place et les résultats concluants qui ont été obtenus per-
mettent d’ouvrir un large champs de possibilités d’études dans ce domaine, et
notamment d’accéder aux circuits neuronaux sous-jacents à ces mécanismes
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Figure 4.8 – Les abeilles sont capables d’apprendre une tâche de feature néga-
tif aversif (A+ AB−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses condition-
nées d’extension du dard (% RED) aux odeurs au cours du conditionnement et
du test de rétention à une heure d’une discrimination de feature négatif (A+ :
ligne pleine et barre noire ; AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe
d’abeilles conditionnées (n = 115). ANOVA à mesures répétées, test post-hoc
de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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qui sont encore très peu connus.
Expérience contrôle du feature négatif en modalité aversive.
Un apprentissage simple contrôle de l’expérience de conditionnement du
feature négatif (A+ AB−) a par la suite été mis en place, et impliquait la
discrimination d’une odeur seule renforcée à un mélange binaire non ambigu
(A+ BC−). L’ambigüité était levée dans ce cas par le remplacement de l’odeur
présentée seule par une odeur distincte au sein du mélange qui ne présentait
alors plus de similarité. Cette discrimination est alors une discrimination élé-
mentaire, où chaque stimulus présente une valence unique et non équivoque.
Les résultats sont présentés dans la Figure 4.9 (page 150). Sur l’ensemble des 9
essais de l’expérience, les abeilles (n = 47) ont bien appris la tâche puisque la
réponse à l’odeur seule renforcée a signiﬁcativement augmenté entre le début
et la ﬁn du conditionnement tandis que la réponse au mélange non renforcé
a diminué (évolution de la courbe A+ : F8,46 = 3, 06 ; P = 0, 002 ; AB
− :
F8,46 = 3, 11 ; P = 0, 002) d’après l’analyse globale (ANOVA à mesures répé-
tées, facteur odeur : F1,46 = 21, 96 ; P < 0, 001 ; interaction odeur x essais :
F8,46 = 6, 01 ; P < 0, 001) et le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001 des essais
7 à 9). Le test de mémoire eﬀectué à une heure est également bon (ANOVA à
mesures répétées, facteur odeur : F1,46 = 26, 52 ; P < 0, 001). La comparaison
des deux groupes précédents, à savoir celui conditionné pour la tâche de feature
négatif (A+ AB−) et celui conditionné sur le protocole élémentaire correspon-
dant (A+ BC−), démontre que les courbes de réponse aux deux stimuli sont
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Figure 4.9 – Les abeilles sont aussi capables d’apprendre une discrimination
de mélange simple aversive (A+ BC−). La ﬁgure montre le pourcentage de
réponses conditionnées d’extension du dard (% RED) aux odeurs au cours
du conditionnement et du test de rétention à une heure d’une discrimination
simple (A+ : ligne pleine et barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise)
du groupe d’abeilles conditionnées (n = 47). ANOVA à mesures répétées, test
post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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globalement identiques dans les deux situations (ANOVA à mesures répétées,
facteur groupe : F9,152 = 1, 68 ; P > 0, 05) malgré un proﬁl légèrement diﬀé-
rent (ANOVA à mesures répétées, interaction groupe x odeur : F9,152 = 2, 15 ;
P = 0, 03).
Catégorisation des abeilles.
La légère dissimilarité d’apprentissage observée entre les deux conditions
précédemment peut s’expliquer par une dynamique d’acquisition facilitée dans
le cas de la discrimination élémentaire (A+ BC−) par rapport à la tâche de
feature négatif, plus complexe et dont l’ambigüité altère vraisemblablement
la vitesse et la performance ﬁnale d’apprentissage. Ceci est conﬁrmé par la
catégorisation des abeilles d’après le critère d’apprentissage et la comparaison
entre ces deux groupes, puisque dans le cas du protocole de feature négatif, 30%
des abeilles ont été catégorisées comme apprenantes (et 70% non apprenantes)
contre 45% (et 55% respectivement) pour le cas du protocole élémentaire.
Cette variation est signiﬁcative (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe :
F1,46 = 4, 92 ; P = 0, 03) et conﬁrme que la part d’abeilles capables de résoudre
la tâche est plus élevée lors d’un apprentissage simple (A+ BC−) que lors de
l’apprentissage ambigu correspondant (A+ AB−).
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4.3.2 Injection de PTX dans les calices au cours d’un
apprentissage aversif de feature négatif.
L’établissement d’un protocole permettant de dévoiler la capacité d’appren-
tissage d’une tâche ambigüe en modalité aversive a permis par la suite d’évaluer
l’implication de la neurotransmission GABAergique aﬀérente aux CP dans la
résolution de cette tâche. Pour répondre à cette question, les abeilles ont été
disséquées puis injectées par la solution contrôle ou par la Picrotoxine au ni-
veau des calices des CP, puis conditionnées sur une odeur seule renforcée et
un mélange non renforcé présentés en 18 essais totaux. Les résultats sont pré-
sentés dans la Figure 4.10 (page 153).
A la ﬁn du conditionnement, les abeilles contrôles injectées au PBS (n = 42) ont
été capables d’apprendre la tâche proposée en répondant davantage à l’odeur
A punie qu’au mélange AB non puni, d’après l’analyse globale (ANOVA à
mesures répétées, facteur odeur : F1,41 = 17, 93 ; interaction odeur x essais :
F9,41 = 12, 96 ; P < 0, 001) ainsi d’après le test post-hoc de Tukey (P < 0, 001
des essais 6 à 9) et le test de mémoire (ANOVA à mesures répétées, facteur
odeur : F1,41 = 20, 50 ; P < 0, 001). En revanche l’injection de Picrotoxine (n
= 42) a signiﬁcativement aﬀecté l’acquisition puisque les abeilles de ce groupe
ont répondu indiﬀéremment aux deux stimuli lors du conditionnement d’après
l’analyse globale (ANOVA à mesures répétées, facteur odeur : F1,41 = 0, 38 ;
interaction odeur x essais : F9,41 = 0, 51 ; P > 0, 05), ce qui est corrélé à une ab-
sence de discrimination lors du test de mémoire (ANOVA à mesures répétées,
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Figure 4.10 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP altère l’acquisition et le rappel du feature négatif aversif (A+ AB−). La
ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées d’extension du dard (%
RED) aux odeurs au cours du conditionnement et du test de rétention à une
heure d’une discrimination de feature négatif (A+ : ligne pleine et barre noire ;
AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au
PBS (n = 42, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n =
42, en bas) au niveau des calices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc
de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.
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Figure 4.11 – Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de feature négatif aversif de la Figure 4.10 (page 153), entre le groupe contrôle
injecté au PBS (n = 42, en noir) et celui injecté à la PTX (n = 42, en gris) au
niveau des calices des CP. La diﬀérence entre les deux groupes a été obtenue
par le calcul statistique du test de Dunnett : *** P < 0, 001.
facteur odeur : F1,41 = 0, 47 ; P > 0, 05). Les deux groupes ne montrent pas de
diﬀérence de réponse au mélange non renforcé, mais diﬀèrent quant au taux
et à la dynamique de réponse à l’odeur seule renforcée (ANOVA à mesures
répétées, facteur groupe ; AB− : F1,41 = 0, 72 ; P > 0, 05 ; A
+ : F1,41 = 14, 91 ;
P < 0, 001). Les pourcentages de réponses spéciﬁques lors du dernier essai de
conditionnement en fonction du groupe sont représentés dans la Figure 4.11
(page 154) et montrent eﬀectivement une diﬀérence entre les deux groupes.
Cette expérience permet de conclure quant à la nécessité de l’inhibition exercée
par la neurotransmission GABAergique sur les calices des CP via les récepteurs
de type ionotropique. Ce rôle, retrouvé également lors d’une acquisition appéti-
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tive d’inversion de consigne, semble être également nécessaire et indispensable
à la résolution du paradigme de feature négatif à la fois en modalité appétitive
et aversive.
4.3.3 Injection contrôle de PTX dans les calices au cours
d’un apprentissage aversif simple.
La conclusion obtenue précédemment requiert néanmoins de conﬁrmer la
spéciﬁcité de l’eﬀet de l’antagoniste dans des apprentissages ambigus, et éga-
lement que l’intégrité des processus olfactifs de base est maintenue. Pour cela,
l’odeur A a de nouveau été remplacée dans le mélange par une odeur diﬀé-
rente C aﬁn de retirer toute l’ambigüité au niveau de l’association entre odeur
et renforcement. Les résultats sont présentés dans la Figure 4.12 (page 157).
Après injection et à l’issue du conditionnement, les abeilles du groupe contrôle
injecté au PBS (n = 42) et du groupe PTX (n = 42) ont répondu signiﬁcati-
vement plus à l’odeur A qu’au mélange BC mélange d’après l’analyse globale
(ANOVA à mesures répétées, facteur odeur ; PBS : F1,41 = 36, 19 ; PTX :
F1,41 = 30, 65 ; P < 0, 001 pour les deux groupes ; interaction odeur x essais ;
PBS : F9,41 = 18, 25 ; PTX : F9,41 = 19, 47 ; P < 0, 001 pour les deux groupes)
ainsi que le test post-hoc de Tukey (PBS : P < 0, 001 des essais 5 à 9 ; PTX :
P = 0, 05 à l’essai 4, P < 0, 001 des essais 5 à 9), ce qui est également le cas
lors du test de mémoire (ANOVA à mesures répétées, facteur odeur ; PBS :
F1,41 = 33, 87 ; PTX : F1,41 = 30, 75 ; P < 0, 001 pour les deux groupes). Les
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deux groupes présentent des proﬁls de réponse similaires, que ce soit par rap-
port au mélange non renforcé (ANOVA à mesures répétées, facteur groupe ;
AB− : F1,41 = 0, 10 ; P > 0, 05) et également à l’odeur seule renforcée (ANOVA
à mesures répétées, facteur groupe ; A+ : F1,41 = 0, 02 ; P > 0, 05).
Ce résultat conﬁrme eﬀectivement que les eﬀets délétères de l’injection de
PTX obtenus sur la résolution non élémentaire décrits dans la section précé-
dente ne sont pas liés à une altération des capacités primaires d’olfaction, ni à
un quelconque déﬁcit moteur ou cognitif élémentaire.
En résumé, l’inhibition des CP par l’aﬀérence GABAergique au niveau des
calices est impliquée dans la capacité des abeilles à apprendre une discrimi-
nation de type feature négatif, non seulement sous la modalité appétitive par
l’association entre odeur et sucre, mais également sous la modalité aversive,
impliquant une association entre odeur et choc électrique. Ce rôle fonctionnel
des neurones récurrents du PCT semble être joué de façon spéciﬁque lors de
problèmes nécessitant la résolution d’ambigüités au niveau non élémentaire, et
ne parait pas être engagé dans la résolution de problèmes non ambigus.
4.3.4 La parcimonie dans les résolutions du problème
aversif de feature négatif.
Contrairement aux résultats obtenus en modalité appétitive, ces expé-
riences de feature négatif aversives évoquent l’utilisation exclusive d’une stra-
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Figure 4.12 – Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel d’une discrimnation de mélange
simple aversive (A+ BC−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses condi-
tionnées d’extension du dard (% RED) aux odeurs au cours du conditionne-
ment et du test de rétention à une heure d’une discrimination simple (A+ :
ligne pleine et barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise) du groupe
contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 42, en haut) et du groupe d’abeilles
injectées à la Picrotoxine (n = 42, en bas) au niveau des calices. ANOVA à
mesures répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; ***
P < 0, 001.
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tégie non élémentaire et distincte de la stratégie supposée parcimonieuse pour
résoudre la tâche, qui consisterait à répondre en fonction de la présence de
B seule. Au sein du groupe injecté par la Picrotoxine, plus aucune abeille ne
peut être catégorisée comme étant apprenante, les taux de réponse à l’odeur
seule étant systématiquement égaux ou inférieurs à ceux du mélange. Ceci
exclurait donc la possibilité d’avoir des abeilles utilisant une stratégie élé-
mentaire. Comme précédemment, l’ambigüité peut être simplement résolue de
façon élémentaire en considérant le mélange comme la somme linéaire de ses
composantes (AB− = [A− + B−]). La résolution non élémentaire en revanche
s’applique à la condition que l’animal prenne en compte la conﬁguration ol-
factive du mélange, c’est-à-dire si AB est traité comme une entité distincte
de la somme de ses composantes (AB− = X− = [A + B]) et si l’élément B
est traité comme un indice de non récompense qui agit comme un inhibiteur
conditionné de la réponse au mélange, porteur d’une valence négative géné-
ralisée à l’ensemble du mélange. Les expériences de feature négatif menées en
modalité appétitive ont démontré précédemment que les abeilles emploient les
deux types de résolution, puisque la moitié des abeilles apprenantes semblent
avoir utilisé une stratégie élémentaire et l’autre moitié la seconde stratégie, ce
qui constitue un cas évident de résolution mixte par la coexistence des deux
stratégies au sein de l’échantillon d’abeilles. Dans le cas des expériences en
modalité aversive présentées tout au long du paragraphe 4.3.2, les animaux
semblent au contraire avoir exclusivement utilisé une stratégie de type conﬁ-
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gurale pour résoudre le problème de feature négatif étant donné que l’injection
de Picrotoxine dans les calices élimine totalement le maintien d’abeilles appre-
nantes en comparaison au groupe contrôle, au sein duquel la moitié du groupe
a appris eﬀectivement la discrimination proposée. En eﬀet, 45% des abeilles
contrôles ont été catégorisées comme apprenantes (RCA+ > RCAB− à l’essai
8) et 55% comme non apprenantes (RCA+ ≤ RCAB− à l’essai 8), contre 0% et
donc 100% des animaux respectivement, pour le groupe injecté à la Picrotoxine.
La diminution drastique du nombre d’abeilles capables de résoudre la tâche est
évidemment signiﬁcative entre les deux groupes (F1,41 = 30, 75 ; P < 0, 001)
et peut être spéciﬁquement attribuée à l’altération des capacités de résolu-
tion non élémentaire d’après l’hypothèse que l’injection de Picrotoxine dans
les calices empêche le fonctionnement de la boucle de rétrocontrôle impliquée
dans ce mécanisme. En revanche lors de l’expérience contrôle qui ne présente
plus d’ambigüité (A+ BC−), le groupe contrôle tout comme le groupe injecté
à la PTX présentent globalement des proportions d’individus équivalentes, à
savoir environ 55% des abeilles considérées comme apprenantes et d’environ
45% non apprenantes dans les deux groupes qui ne diﬀèrent pas signiﬁcati-
vement d’après l’ANOVA à mesures répétées (facteur groupe : F1,41 = 0, 05 ;
P > 0, 05), ce qui conﬁrme que l’injection de PTX n’a pas d’eﬀet sur la capa-
cité de résolution de cette tâche.
Ces résultats impliquent donc que sur une population naturelle d’abeilles, en-
viron la moitié des individus serait apte à résoudre une tâche de feature négatif
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en modalité aversive, et ce exclusivement sous une stratégie de type non élé-
mentaire, puisque l’altération des capacités de ce type par l’injection de PTX
dans les calices empêche totalement la résolution.
Conclusion.
Tout comme pour l’inversion de consigne, les neurones récurrents
A3-v du PCT semblent véhiculer le signal inhibiteur indispensable
pour la résolution olfactive de feature négatif et appétitif. Ces neu-
rones GABAergiques ne sont en revanche pas impliqués dans les




In my experience there is no such thing as luck.
– Obi-Wan Kenobi, Star Wars.
5.1 Exploration des capacités cognitives chez
l’abeille.
Ce travail de thèse a permis de révéler le rôle fonctionnel de circuits neu-
ronaux particuliers impliqués spéciﬁquement dans la résolution de tâches cog-
nitives ambigües, les neurones récurrents A3-v du tractus protocérébro-calical
(ou neurones du PCT) chez l’abeille. Nous avons démontré que ces structures
sont dédiées et indispensables à l’expression des capacités d’apprentissage et
de mémoire de problèmes associatifs olfactifs ambigus, à savoir l’inversion de
consigne (A+ B− puis A− B+) et le feature négatif (A+ AB−), tant en mo-
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dalité appétitive par des associations entre odeur et récompense sucrée qu’en
modalité aversive impliquant des associations entre odeur et chocs électriques.
Le blocage de l’aﬀérence inhibitrice des neurones du PCT sur les corps pédon-
culés, via des injections locales d’un antagoniste des récepteurs ionotropiques
au GABA, a démontré que les facultés de résolution étaient fortement altérées.
Ces expériences ont de ce fait fourni une explication mécanistique à l’impli-
cation de la fonction des corps pédonculés dans l’acquisition et la rétention
de l’inversion de consigne et du feature négatif. La spécialisation de certaines
aires cérébrales, et notamment de certaines sous-populations de neurones (dans
le cas particulier de l’abeille les neurones récurrents A3-v) dans des appren-
tissages de complexité variée semble donc constituer un principe général du
système nerveux central des animaux. Il a en eﬀet été démontré chez le mam-
mifère que l’hippocampe constitue une structure dispensable dans le cadre de
discriminations élémentaires, mais qui est en revanche requise - avec le système
cortical - pour les formes d’apprentissage ambigües [117,118].
Historiquement, les corps pédonculés sont des structures centrales du cerveau
de l’insecte fortement associées à des fonctions d’acquisition et de rappel des
mémoires sensorielles [13,14,119,120]. Les diﬀérents circuits véhiculant les in-
formations sensorielles convergent en eﬀet dans ces structures [11] qui consti-
tuent alors des centres intégratifs multi-sensoriels de haut niveau, puisqu’il a
été démontré, en plus de ce travail de thèse, qu’elles sont requises dans les
formes d’apprentissages non élémentaires impliquant des relations très pré-
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cises entre les modalités [21]. Leur fonction, en revanche, n’est pas nécessaire
pour résoudre des discriminations olfactives élémentaires (de type A+ B− par
exemple) [46, 48], comme l’ont démontré des expériences de lésions dévelop-
pementales des CP par l’emploi de l’Hydroxyurée qui bloque les processus de
divisions cellulaires [46, 47]. Ces abeilles lésées présentent en eﬀet des perfor-
mances intactes dans le cadre de protocoles simples, mais se révèlent incapables
de résoudre des problèmes plus élaborés tels que le patterning négatif (A+ B+
AB−), ce qui suggère que contrairement au cas des discriminations de type
non élémentaire, ces structures ne sont pas nécessairement importantes pour
l’élaboration d’associations simples et linéaires [46].
L’ensemble des études réalisées depuis des dizaines d’années, et ayant mis en
évidence l’importance des CP dans les processus d’apprentissage et de mé-
moire, n’est cependant pas remis en cause par la démonstration faite que ces
structures ne sont pas indispensables aux problèmes élémentaires. En eﬀet,
les résultats obtenus dans ce sens lors de ce travail de thèse, ainsi que ceux
issus d’autres études, s’expliquent par le fait que les abeilles utiliseraient dif-
férentes stratégies pour mémoriser les informations, mais essentiellement que
les associations entre stimuli appariés lors d’un apprentissage peuvent s’établir
au sein d’autres aires cérébrales en amont des CP et en particulier au niveau
des lobes antennaires [21, 46, 47]. Ces lobes antennaires reçoivent les informa-
tions olfactives en provenance des antennes, et sont composés chacun de 160
glomérules qui constituant les zones de contacts entre les terminaisons synap-
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tiques des neurones antennaires et les neurones de projections qui innervent les
structures supérieures, dont les corps pédonculés principalement. Les travaux
de Joerges et coll. [121] ont démontré par la technique d’imagerie calcique
que chaque odeur perçue par l’animal était encodée selon un proﬁl spatial
spéciﬁque d’activation des glomérules, et que la présentation d’un mélange bi-
naire d’odeurs générait une représentation neurale légèrement diﬀérente de la
somme des proﬁls de réponse à chacun des composants [121]. Cette propriété
non additive et émergente du système olfactif est engendrée par des interac-
tions inhibitrices entre les neurones locaux présents au niveau des glomérules,
et pourrait constituer le substrat neural associé à l’émergence de l’indice unique
des mélanges odorants [122]. Ainsi, les lobes antennaires pourraient assurer les
discriminations élémentaires [123], tandis que les structures supérieures (CP
en particulier) seraient dédiées au décodage des diﬀérences de représentations
neurales ainsi générées mais non traitées au niveau des lobes. La résolution des
ambigüités conﬁgurales entre un mélange et ses composantes, comme dans le
cas des protocoles de feature et de patterning négatifs, se base ainsi probable-
ment sur la perception de l’indice unique - propriété émergente du mélange -
de façon à permettre la distinction olfactive de ce mélange par rapport à ses
éléments. Cette perception ne peut donc s’opérer qu’à des niveaux supérieurs
aux lobes antennaires par la comparaison des proﬁls d’activation glomérulaires
qui y sont générés, et à l’évidence par les corps pédonculés qui constituent des
structures de centralisation et de traitement des informations permettant la
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résolution des ambigüités à l’échelle des stimuli [21,22,47].
Les capacités de résolution complexes et élaborées représentaient jusqu’alors
chez l’abeille un domaine encore peu étudié, en particulier concernant les méca-
nismes et les structures cérébrales sous-jacents. La plupart des travaux portent
sur les processus attentionnels [124] ainsi que les apprentissages de concepts
chez l’abeille [5, 125–127], qui semblent dépasser le cadre des associations li-
néaires élémentaires, notamment l’acquisition des relations entre objets telles
que les notions de similarité / diﬀérence ou de relation de position en-dessus
/ en-dessous [125, 127]. D’autres études suggèrent également que les abeilles
sont capables d’extraire des informations en rapport à la numérosité des objets
présentés et ceci de manière indépendante à leurs caractéristiques, comme la
forme, la couleur ou la taille [128].
Nous avons notamment démontré que les abeilles présentaient globalement
plus de facilité dans l’acquisition des tâches simples par rapport aux tâches
ambigües correspondantes (par exemple en comparant A+ BC− à A+ AB−,
paragraphes 4.1.3 et 4.1.1, respectivement), facilité qui se manifeste au travers
de la dynamique d’acquisition ou encore de la performance ﬁnale à l’issue du
conditionnement. Néanmoins les abeilles ont résolu avec succès l’ensemble des
tâches proposées ici, et la catégorisation des individus entre type apprenant
(RCSC+ > RCSC−) et type non apprenant (RCSC+ ≤ RCSC−) a permis de
préciser l’eﬀet des agents pharmacologiques ainsi que des stratégies cognitives
qui semblent avoir été utilisées. Ces méthodes, ainsi que les précédents tra-
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vaux réalisés sur l’inversion de consigne ou le feature négatif [26,108,109,113],
nous permettent ainsi de développer des conclusions quant à l’investissement
cognitif mis en œuvre chez cet insecte.
5.2 Les stratégies mises en jeu dans la résolu-
tion d’ambigüités.
A l’issue de chaque expérience, il a été possible d’eﬀectuer une analyse
séparée des résultats obtenus à l’échelle de la population échantillonnée, en
catégorisant les abeilles conditionnées d’après un critère d’apprentissage qui
repose sur la diﬀérence de réponse entre l’odeur renforcée et l’odeur (ou le
mélange) non renforcée. Une diﬀérence strictement positive indique que l’ani-
mal a répondu davantage au stimulus renforcé qu’à celui non renforcé (RCSC+
> RCSC−) et suggère donc une discrimination eﬀective résultant d’un bon
apprentissage, permettant de classer ces individus dans la catégorie des appre-
nants. En revanche, une diﬀérence nulle voire négative, même si ce dernier cas
était extrêmement rare, indique que l’abeille a répondu de façon équivalente
voire inverse (RCSC+ ≤ RCSC−) et n’a donc pas acquis la discrimination, ce
qui place alors l’individu dans la catégorie des non apprenants. La comparai-
son de ces taux de réponse était eﬀectuée au dernier essai de conditionnement,
à savoir : l’essai 8 ou l’essai 10 concernant les protocoles de feature négatif
appétitifs, en version courte ou étendue respectivement ; l’essai 9 concernant
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le protocole de feature négatif aversif ; et enﬁn l’essai 5 de la seconde phase
concernant l’inversion de consigne. Les résultats obtenus ont permis de raﬃ-
ner le niveau d’analyse, habituellement restreint à l’ensemble de l’échantillon
d’abeilles, et ainsi de préciser certains aspects importants de l’apprentissage en
fonction du type d’individu qu’il soit apprenant ou non apprenant. Ces analyses
séparées permettent ainsi d’accéder à un degré de compréhension supérieur en
terme de dynamique d’acquisition et de mécanismes d’apprentissage, comme
l’ont démontré les travaux de Pamir et coll. [97] quant à l’importance d’obser-
ver le comportement d’acquisition à l’échelle individuelle et non seulement à
l’échelle du groupe.
L’utilisation des antagonistes des récepteurs au GABA a ainsi permis de dé-
terminer quelles étaient la (ou les) stratégies cognitives qui ont été mises en
œuvre, à savoir la stratégie élémentaire (parcimonieuse) ou non élémentaire
(non parcimonieuse), en se basant sur la diﬀérence du nombre d’abeilles ayant
eﬀectivement résolu la tâche sous les diﬀérentes conditions. En eﬀet, notre hy-
pothèse suppose une altération des capacités non élémentaires par le blocage
du signal GABAergique au niveau des calices des corps pédonculés. Si une cer-
taine proportion d’abeilles, même faible, est toujours capable d’exprimer un
apprentissage en dépit de l’injection de l’antagoniste - ce qui était le cas dans la
majorité des conditions - l’hypothèse formulée permet alors d’avancer que ces
animaux ont résolu le problème par l’utilisation de la stratégie parcimonieuse
élémentaire, que nous avons démontré comme n’étant pas aﬀectée par les in-
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jections pharmacologiques. En revanche, la diﬀérence de proportion d’abeilles
apprenantes entre le groupe injecté à la drogue et le groupe contrôle consti-
tuerait alors la part d’abeilles utilisant la stratégie non élémentaire, et perdue
suite au blocage du signal GABAergique. La comparaison des deux groupes de
chaque expérience permet ainsi, par déduction, d’attribuer à chacune des deux
voies de résolution le pourcentage d’abeilles correspondant, et d’évaluer en
théorie les variations inter-individuelles de comportement au sein d’un groupe
d’abeilles, a priori semblables. Le principe de parcimonie implique que l’ani-
mal n’utilise préférentiellement que le minimum de causes simples pour traiter
l’ensemble des stimuli congruents, ce qui implique également que la résolution
d’un problème associatif rencontré reposerait sur une association linéaire et
non ambigüe des stimuli, c’est-à-dire une stratégie élémentaire (se référer au
premier chapitre Contexte Scientiﬁque, paragraphe 1.1.4 ; [19,20]). Dans le cas
du feature négatif par exemple, présentant une odeur seule A+ contre un mé-
lange qui l’inclut AB−, l’ambigüité repose sur la relation équivoque de l’odeur
A par rapport au renforcement, qui ne peut être résolue qu’en considérant
le contexte olfactif de l’élément seul (renforcé) ou de l’élément au sein d’une
conﬁguration de mélange (non renforcé). La théorie élémentaire implique alors
que le mélange soit traité comme la somme linéaire et simple de ses compo-
santes, soit que AB− = [A− + B−], où la présence de B en tant qu’inhibiteur
porteur d’une valence non renforcée permet de réprimer la réponse au com-
posé. Au contraire, la voie non élémentaire (non parcimonieuse) permettant
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de résoudre l’inversion de consigne (A+ B− puis A− B+) ou le feature négatif
(A+ AB−) reviendrait dans ce cas à considérer les éléments comme des entités
indépendantes dans leur association avec le renforcement, à savoir traiter les
deux phases comme distinctes dans le cas de l’inversion de consigne ou encore
traiter le mélange comme indépendant de ses composantes dans le cas du fea-
ture négatif (AB− = X = [A + B] ; [5,20,21]). Nous avons ainsi pu démontrer,
en nous basant sur le postula que le blocage du signal GABAergique empêche
l’utilisation des facultés non élémentaires, que toutes les abeilles n’utilisent
pas le même type de stratégie pour résoudre un problème olfactif ambigu.
L’utilisation préférentielle d’une stratégie de résolution particulière ainsi que
l’investissement cognitif qui y est associé semblent donc varier en fonction des
conditions expérimentales et de la complexité de la tâche proposée, ou bien ne
seraient visibles que parce que l’on explore des mécanismes et des paradigmes
plus complexes, en particulier étant donné que la proportion d’individus uti-
lisant une résolution de type non élémentaire est d’autant plus élevée que les
protocoles sont ambigus (feature négatif > inversion de consigne). Les résultats
démontrent alors que sur l’ensemble d’une population naturelle d’abeilles, sys-
tématiquement 40% des individus ont été catégorisés comme apprenants selon
le critère d’une discrimination parfaite au dernier essai de conditionnement, et
sont donc en théorie capables de résoudre un apprentissage olfactif complexe,
inversion de consigne ou feature négatif appétitif. L’autre partie de la popu-
lation (60% des individus) est catégorisée comme non apprenante et ne sera
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de ce fait pas capable d’acquérir les tâches proposées. Parmi les abeilles ap-
prenantes, les résultats indiquent notamment que la résolution de l’inversion
de consigne admet l’utilisation mixte des deux stratégies, puisque la moitié
de ces abeilles ont employé la voie élémentaire (20% d’apprenantes à l’issue
de l’injection de PTX) tandis que l’autre moitié semble avoir employé la voie
non élémentaire (40% - 20% = 20% de non apprenantes supplémentaires à
l’issue de l’injection de PTX), et constituent ainsi la proportion d’animaux
perdue suite à l’injection de l’antagoniste dans les calices des corps pédoncu-
lés. Cette hypothèse est détaillée dans la Figure 5.1 (page 171). Dans le cas
de la tâche de feature négatif appétitif, même si de nouveau les deux stra-
tégies sont également utilisées, il apparait que la voie préférentielle soit celle
d’une résolution non élémentaire, puisqu’en moyenne 25 à 30% des animaux
semblent avoir utilisé cette stratégie contre 10 à 15% de stratégie élémentaire,
et 60% des animaux ne pouvant pas du tout résoudre le problème. Cette hy-
pothèse est détaillée dans la Figure 5.2 (page 172). Il apparait clairement que
les abeilles n’ont majoritairement pas traité le problème de feature négatif
selon la stratégie de type élémentaire puisque le blocage de la neurotransmis-
sion GABAergique supprime la capacité de résoudre cette discrimination (A+
AB−) tandis que la capacité de résoudre une tâche élémentaire (A+ BC−) où
les stimuli n’entretiennent plus de relations ambigües reste intacte. De plus,
si les corps pédonculés confèrent une identité unique au composé AB [21, 48]
comme d’après la théorie non élémentaire de l’indice unique [27, 114, 116], le
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Figure 5.1 – Proportions d’abeilles non apprenantes (en blanc) et d’abeilles
apprenantes utilisant préférentiellement la stratégie élémentaire (en noir) ou
non élémentaire (en gris) dans le cadre de l’inversion de consigne appétitive.
Pour le protocole simple non ambigu (A+ B− puis C+ D−, à gauche) il appa-
rait que 85% des abeilles sont capables de résoudre la tâche d’apprentissage, et
ce a priori selon une résolution de type élémentaire. En parallèle pour le pro-
tocole ambigu (A+ B− puis A− B+, à droite), 40% des abeilles sont capables
d’apprendre, dont 20% par la voie élémentaire et 20% par la voie non élémen-
taire. Les 60% restants (ou 15% pour la condition contrôle) ne parviennent pas
à apprendre le protocole. Les diﬀérences statistiques ont été obtenues par le
calcul du test de Dunnett : dans le cas du protocole simple, tous les groupes
sont diﬀérents entre eux (P < 0, 001) ; dans le cas du protocole ambigu, le
dernier groupe est diﬀérent (P < 0, 001) et tous sont diﬀérents par rapport
aux groupes correspondants de la condition contrôle (P < 0, 001).
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Figure 5.2 – Proportions d’abeilles non apprenantes (en blanc) et d’abeilles
apprenantes utilisant préférentiellement la stratégie élémentaire (en noir) ou
non élémentaire (en gris) dans le cadre du feature négatif appétitif. Pour le
protocole simple non ambigu (A+ BC−, à gauche) il apparait que 65% des
abeilles sont capables de résoudre la tâche d’apprentissage, et ce a priori selon
une résolution de type élémentaire. En parallèle pour le protocole ambigu (A+
AB−, à droite), 40% des abeilles sont capables d’apprendre, dont 15% par
la voie élémentaire et 25% par la voie non élémentaire. Les 60% restants (ou
35% pour la condition contrôle) ne parviennent pas à apprendre le protocole.
Les diﬀérences statistiques ont été obtenues par le calcul du test de Dunnett :
dans le cas du protocole simple, tous les groupes sont diﬀérents entre eux
(P < 0, 001) ; dans le cas du protocole ambigu, les deux premiers groupes sont
diﬀérents entre eux (P < 0, 05) et diﬀérents du dernier (P < 0, 001), et tous
sont diﬀérents par rapport aux groupes correspondants de la condition contrôle
(P < 0, 001).
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blocage du signal GABAergique devrait logiquement supprimer la possibilité
de résoudre le problème de feature négatif reposant sur cette stratégie. Cette
stratégie est cohérente aux résultats obtenus dans nos expériences [114, 116]
et permet d’expliquer que l’altération de la fonction des neurones récurrents
des corps pédonculés perturbe la résolution du problème. Ainsi, des trois pos-
sibilités de stratégie expliquées dans le chapitre 4, seules les deux dernières
hypothèses traitant des résolutions de type non élémentaire apportent une ex-
plication aux performances des abeilles obtenues, et soutiennent l’idée que les
corps pédonculés constituent les structures cérébrales permettant d’opérer les
formes résolutives non élémentaires des apprentissages ambigus.
La capacité des abeilles à apprendre cette tâche de feature négatif a été
précédemment étudiée, à la fois sur des abeilles en libre vol [113] et sur des
abeilles maintenues en contention dans le cadre du conditionnement olfactif du
REP [26]. Néanmoins ces deux travaux présentent des défauts de conception
expérimentale qui incitent de fait à moduler les conclusions obtenues par les
auteurs concernant la démonstration de résolution de feature négatif dans leurs
conditions. En eﬀet, dans leur protocole de conditionnement olfactif du REP,
Chandra et Smith [26] ont établi la discrimination du feature négatif en renfor-
çant, d’une part, l’odeur A seule par du sucre, et d’autre part le mélange AB
par une solution saline aversive, ce qui constitue un exemple typique d’erreur
de combinaison de protocoles à la fois appétitif et aversif au sein d’une même
expérience [12]. De ce fait la nature de la discrimination proposée aux animaux
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est confuse, puisque le renforcement par le sucre implique une tâche de feature
négatif (A+ AB−), où les symboles "+" et "-" représentent respectivement la
présence et l’absence de sucre, tandis que le renforcement par la solution saline
implique elle une tâche de feature positif (A− AB+), où les symboles "+" et
"-" représentent respectivement la présence et l’absence de solution saline [26].
Les deux protocoles ainsi mélangés créent une ambigüité conceptuelle quant
à la construction de l’expérience proposée par les auteurs [12]. Abramson et
coll. [113] ont récemment étudié les performances de résolution de tâches de
feature négatif et positif dans un contexte de discrimination visuelle [113], et
leur protocole présente les mêmes erreurs que précédemment. Les indices vi-
suels renforcés étaient eﬀectivement associés à la présence appétitive de sucre,
tandis que les éléments supposés être non renforcés d’après le paradigme A−
AB+ étaient en fait associés à la présence aversive de solution saline. De la
même façon que pour le travail précédent [26], les discriminations de feature
positif et négatif étaient ainsi confondues [113]. Ces deux études n’adressent
pas non plus la question des stratégies cognitives utilisées par les abeilles pour
résoudre les protocoles proposés, et ne permettent donc pas de déterminer
si les animaux ont utilisé des stratégies de type élémentaire ou non élémen-
taire [26, 113].
Le protocole de feature que nous avons employé précédemment en version appé-
titive a ensuite été proposé en modalité aversive, et nos résultats ont démontré
que ce paradigme renforce davantage l’utilisation préférentielle de la stratégie
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considérée comme non parcimonieuse, étant donné que dans ce cas la totalité
des animaux de la catégorie apprenante utilisent la stratégie non élémentaire,
l’injection d’antagoniste dans les calices ayant pour eﬀet de supprimer tout ap-
prentissage dans la population concernée. Cette hypothèse est détaillée dans
la Figure 5.3 (page 176). Il semble donc, d’une part, que le principe de par-
cimonie ne constitue pas une règle cognitive absolue puisque les deux voies
de résolution, élémentaire (donc en théorie parcimonieuse) et non élémentaire
(non parcimonieuse), sont employées au moins en proportions égales si ce n’est
en favorisant la stratégie non élémentaire, à l’échelle de la population d’abeilles
capables de résoudre le problème associatif rencontré.
Le cas du feature négatif en modalité aversive est particulièrement intéressant,
puisqu’ici la seule option de résolution semble être par la stratégie conﬁgurale,
c’est-à-dire de considérer le mélange AB− comme une entité distincte de ses
composantes (AB− = [A + B]), alors que la modalité appétitive admet aussi
la résolution de type élémentaire (AB− = [A + B]). Cet aspect constitue une
découverte remarquable, puisque les résultats obtenus sous les deux modalités
peuvent être interprétés de manière diﬀérente. En eﬀet, il a été démontré chez
la drosophile que la protéine Rutabaga, une adénylate cyclase, pouvait véhi-
culer les traces mnésiques à la fois aversives et appétitives, et que l’expression
ciblée de cette protéine au niveau des inter-neurones olfactifs de premier ordre
semble être suﬃsante pour compenser les altérations de l’apprentissage appé-
titif, mais non de l’apprentissage aversif, chez des drosophiles mutantes pour
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Figure 5.3 – Proportions d’abeilles non apprenantes (en blanc) et d’abeilles
apprenantes utilisant préférentiellement la stratégie élémentaire (en noir) ou
non élémentaire (en gris) dans le cadre du feature négatif aversif. Pour le
protocole simple non ambigu (A+ BC−, à gauche) il apparait que 55% des
abeilles sont capables de résoudre la tâche d’apprentissage, et ce a priori selon
une résolution de type élémentaire. En parallèle pour le protocole ambigu (A+
AB−, à droite), 45% des abeilles sont capables d’apprendre et ce par la voie
non élémentaire. Les 55% restants (ou 45% pour la condition contrôle) ne
parviennent pas à apprendre le protocole. Les diﬀérences statistiques ont été
obtenues par le calcul du test de Dunnett : dans le cas du protocole simple, le
deuxième groupe est diﬀérent (P < 0, 001) ; dans le cas du protocole ambigu,
le premier groupe est diﬀérent (P < 0, 001) et seuls les deux premiers sont
diﬀérents par rapport aux groupes correspondants de la condition contrôle
(P < 0, 001).
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Rutabaga. Il apparait alors que malgré des mécanismes communs de plasticité,
l’apprentissage olfactif appétitif semble engendrer des traces mnésiques mul-
tiples dans les neurones de projection ainsi que dans les cellules de Kenyon des
corps pédonculés, tandis que la mémoire aversive n’est sauvée par Rutabaga
que dans les cellules de Kenyon exclusivement, et non dans les neurones de
projection en amont. Cette diﬀérence notable dans l’organisation des traces
de mémoires semble alors cohérente par rapport à la représentation interne
du signal de la récompense ou de la punition lors de l’apprentissage [129]. Les
résultats présentés dans ce présent travail suggèrent alors, de façon similaire à
ce qui a été décrit chez la drosophile, que la formation des mémoires olfactives
appétitives et aversives implique séquentiellement et fonctionnellement les ré-
seaux du lobe antennaire puis des corps pédonculés, ce qui peut être conﬁrmé
par le fait que les mélanges d’odeurs sont représentés globalement comme étant
la somme des odeurs qui les composent au niveau des lobes antennaires, mais
comme étant des entités non linéaires, c’est-à-dire non additives, au niveau
des corps pédonculés, d’après ce que suggèrent les résultats obtenus par Hon-
negger et ses collaborateurs [130]. En utilisant l’imagerie calcique et la sonde
GCaMP3, les auteurs ont enregistré les réponses aux odeurs au niveau des ca-
lices des corps pédonculés, et montré que le degré de séparatibilité (notion de
sparseness du codage) était constant, d’une part à travers une large gamme de
stimuli comprenant des odeurs mono-moléculaires jusqu’à des mélanges odo-
rants complexes, y compris des mélanges artiﬁciels ou même des bouquets
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naturels, et d’autre part sous un large éventail de concentrations, et générait
l’activité d’une centaine de cellules de Kenyon in vivo, soit environ 5% de la
population neuronale totale [130]. Il est à noter de façon remarquable que chez
la drosophile, le codage éparse des odeurs par les corps pédonculés est supposé
générer un très grand nombre de mémoires odeur-spéciﬁques bien précises. Des
études anatomiques et physiologiques chez le criquet ont en eﬀet identiﬁé un
neurone unique géant GABAergique, innervant le pédoncule et les lobes de cha-
cun des corps pédonculés [59,131]. Des projections axonales similaires semblent
exister chez les neurones APL décrits chez la drosophile [132], ce qui suggère
que ces neurones GABAergiques seraient eﬀectivement susceptibles de former
une boucle de rétro-contrôle négative fonctionnelle avec les corps pédonculés,
et seraient alors nécessaires pour maintenir les propriétés de codage éparse des
odeurs dans ces structures. Les travaux de Lin et de ses collaborateurs [70]
ont également montré que l’activation ou l’inhibition systématique de chacune
des branches de ce circuit récurrent activait les neurones APL ou inhibait les
cellules de Kenyon par ces neurones APL, respectivement [70]. Néanmoins, en
perturbant la boucle cellules de Kenyon - neurones APL, les auteurs ont ob-
servé une diminution du niveau de séparatibilité du codage des odeurs ainsi
qu’une augmentation des corrélations inter-odeurs et une altération des capaci-
tés de discrimination d’odeurs similaires chez les drosophiles [70]. Ces résultats
suggèrent alors que l’inhibition exercée par la boucle de rétro-contrôle réprime
l’activité des cellules de Kenyon aﬁn de maintenir le codage éparse des odeurs
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et ainsi assurer la spéciﬁcité des mémoires olfactives associées.
Une explication diﬀérente, d’un point de vue évolutif, pourrait provenir
du fait que l’association du stimulus olfactif avec des chocs aversifs, porteurs
d’une valence négative très forte pour l’animal, exige une réaction compor-
tementale défensive rapide et adaptée aux stimulations nociceptives qui sont
reçues. Cette nécessité vitale d’adaptation et donc d’un apprentissage eﬃcace
pourrait se traduire au niveau cognitif par une orientation évolutivement ac-
quise du système nerveux central à mettre en œuvre directement la stratégie
de résolution la plus appropriée au contexte associatif rencontré, en particulier
dans le cas de conditions aversives. Lors d’un apprentissage aversif de feature
négatif, la valeur de l’indice B qui apparait comme un inhibiteur conditionné
de la réponse pourrait être insuﬃsante pour compenser la valence aversive ac-
quise de A, rendant ainsi la résolution par la voie élémentaire moins eﬃcace.
Ceci pourrait expliquer l’existence de cette préférence biologique et mécanis-
tique observée concernant la résolution non élémentaire plus adaptée dans ce
cas de ﬁgure. Cette observation pourrait également s’expliquer au regard de la
circuiterie sous-tendant les apprentissages associatifs, étant donné que les neu-
rones qui véhiculent les signaux appétitifs gustatifs ou aversifs sont distincts
chez l’abeille (neurone VUMmx1 pour le sucre [56] et neurones dopaminer-
giques [10, 103] pour les chocs, respectivement). Les caractéristiques morpho-
anatomiques et fonctionnelles de chacun de ces types de neurones pourraient
alors apporter une explication aux diﬀérences de stratégies cognitives obser-
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vées, notamment si la circuiterie propre aux neurones dopaminergiques facilite
l’implication des neurones récurrents, et de ce fait l’utilisation d’une résolution
par la voie non élémentaire associée.
Un autre élément intéressant soulevé par les résultats de catégorisation de
données, mais auxquelles les expériences menées au cours de cette thèse ne
permettent pas de répondre, concerne le phénomène de coexistence chez un
même individu de la capacité de résolution par les deux stratégies, en fonction
du contexte d’apprentissage. Les expériences ayant été menées sur des groupes
d’abeilles distincts n’ont ainsi pas évalué si un même animal était par exemple
capable de résoudre l’inversion de consigne par voie élémentaire et le feature
négatif en modalité aversive par voie non élémentaire.
Néanmoins un élément permet de discriminer l’exclusivité d’une stratégie par
rapport à l’autre de leur possible simultanéité. En eﬀet, si d’après notre hypo-
thèse l’injection de Picrotoxine génère eﬀectivement la perte de la part d’indi-
vidus pouvant résoudre par voie non élémentaire, alors les parts d’apprenantes
et de non apprenantes devraient être identiques dans le cas où ces abeilles in-
jectées seraient capables de compenser par une résolution de type élémentaire.
Etant donné que les pourcentages de non apprenantes sont plus élevés dans les
groupes PTX que dans les groupes contrôles, alors les deux stratégies semblent
être eﬀectivement exclusives l’une de l’autre et le système n’apparait pas être
capable de compensation de la stratégie perdue par la stratégie élémentaire
chez les animaux injectés.
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5.3 Utilisation de la pharmacologie lors de pro-
cessus cognitifs de haut niveau.
De nombreuses expériences employant des injections d’agents pharmacolo-
giques ont été historiquement réalisées dans le cerveau d’abeille aﬁn d’évaluer
l’implication et le rôle fonctionnel au cours de processus cognitifs de gènes,
de protéines ou de circuits neuronaux particuliers [56,133]. A l’heure actuelle,
seuls les travaux de Devaud et coll. [48] ont exploré le recrutement spéciﬁque
des corps pédonculés lors d’un apprentissage de type ambigu - l’inversion de
consigne - en démontrant que l’anesthésie générale de ces structures altère
drastiquement les capacités de résolution des animaux injectés, et ces travaux
ont amené un premier élément encourageant dans l’identiﬁcation des circuits
sous-jacents de ces comportements complexes.
Ce travail de thèse a consisté à injecter dans le cerveau de l’abeille au niveau
d’aires distinctes des corps pédonculés, des antagonistes dirigés contre deux
récepteurs du GABA, les récepteur-canaux ionotropiques et les récepteurs mé-
tabotropiques couplés à une protéine G, aﬁn de déﬁnir le rôle respectif de
chacun au cours d’apprentissage associatifs ambigus. Ces injections locales de
Picrotoxine et de CGP54626 ont permis de bloquer signiﬁcativement la neu-
rotransmission GABAergique dans ces structures puisque l’eﬃcacité de ces
agents sur leurs cibles respectives dans des neurones d’abeille a au préalable
été étudiée par d’autres auteurs [81, 83]. L’injection de ces antagonistes a été
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précédée d’une vériﬁcation de doses eﬃcaces mises en évidence par l’établisse-
ment de courbes de dose-réponse à des concentrations croissantes de drogues
lors d’un apprentissage élémentaire (paragraphe 2.2.3). Les doses ainsi établies
ont été utilisés par la suite pour les expériences comportementales associant
des injections locales de PTX ou de CGP54626 au conditionnement de l’inver-
sion de consigne ou du feature négatif. Ces injections ont été eﬀectuées au sein
des deux principales structures cérébrales constitutives des corps pédonculés
et impliquées dans l’apprentissage et la mémoire olfactive, à savoir les calices
ainsi que les lobes verticaux.
Dans le but de vériﬁer la diﬀusion de ces drogues, les injections comprenaient
un pigment bleu permettant de visualiser la diﬀusion locale et restreinte au
niveau de la zone injectée, ce qui permet d’aﬃrmer que les eﬀets consécutifs
observés au niveau comportemental étaient bien corrélés à une action locale
dans la zone cible. Par ailleurs, la diﬀérence de performance obtenue suite à des
injections dans les lobes verticaux par rapport à celles faites dans les calices
montrent bien l’action locale et non diﬀusive de ces drogues.
D’une façon générale, il semble important de considérer qu’il n’existe proba-
blement pas qu’un seul type de récepteur au GABA ionotropique ni qu’un seul
récepteur métabotropique. Les travaux eﬀectués par Dupuis et coll. [83] sug-
gèrent eﬀectivement une grande diversité de composition en sous-unités fonc-
tionnelles et en formations hétéro ou homomériques concernant les récepteurs-
canaux au niveau des lobes antennaires, ce qu’il semble également probable
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de retrouver au niveau des corps pédonculés. Cette diversité de composition
en sous-unités pourrait constituer un élément facilitateur de la ﬂexibilité cel-
lulaire en réponse à diﬀérents stimuli, en fonction de la dynamique d’aﬀérence
des signaux GABAergiques. En dépit du panel de sous-unités, les études de
caractérisation des courants induits par le GABA enregistrés dans les cellules
des lobes antennaires révèlent des propriétés pharmacologiques typiques des
récepteurs de type RDL insensibles à la Bicuculline [74, 83], et suggèrent que
la majorité des récepteurs-canaux au GABA dans le cerveau de l’abeille se-
raient composés de complexes homomériques de sous-unités RDL.
Néanmoins, il a été observé que l’utilisation de Picrotoxine ne produisait pas
une inhibition complète et totale des courants induits par le GABA dans des
études in vitro [83], ce qui suggère l’existence, même minoritaire, d’autres
types de récepteurs, principalement des récepteurs hétéromériques associant
les sous-unités RDL et LCCH3, ce qui incite également à moduler les conclu-
sions apportées dans ce présent travail par le fait de souligner que les drogues
utilisées ne bloquent pas forcément de façon absolue tous les récepteurs au
GABA.
Ainsi, les interprétations quant aux stratégies cognitives employées (élémen-
taire ou non élémentaire, paragraphe 5.2) déduites par la comparaison des
groupes contrôles ou injectés à la PTX ne constituent pour l’instant qu’une hy-
pothèse, qui pourrait être simplement liée à l’eﬃcacité imparfaite de la drogue
pour bloquer les récepteurs au GABA ciblés. La persistance d’abeilles capables
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de résoudre les ambigüités à l’issue du blocage par la PTX, que nous avons ici
attribuée à l’utilisation par ces animaux d’une résolution de type élémentaire
indépendante des réseaux neuronaux ciblés, pourrait alors s’expliquer par un
défaut d’action de l’antagoniste ou un manque de spéciﬁcité pour cette part
de la population échantillonnée. Néanmoins, un contre-argument à cette idée
concerne le fait que cette proportion d’abeilles apprenantes - en dépit de l’in-
jection de PTX - n’est pas identique entre les diﬀérents protocoles utilisés.
En eﬀet, ces proportions d’abeilles sont globalement de 20%, de 10 à 15% et
de 0% dans le cas de l’inversion de consigne, du feature négatif appétitif et
du feature négatif aversif, respectivement. Si l’existence d’animaux toujours
capables de résoudre l’ambigüité malgré l’injection de PTX était eﬀective-
ment due à un manque d’eﬃcacité de blocage des récepteurs ionotropiques
au GABA, il semblerait alors pertinent d’obtenir des proportions identiques
quelque soit l’expérience, car cet état de fait serait en théorie directement cor-
rélé aux propriétés pharmacologiques de la drogue, et donc indépendant du
type de protocole proposé par la suite aux animaux. L’hypothèse concernant
les stratégies cognitives développée dans cette thèse reposerait alors a priori
sur des résultats eﬀectivement fondés, et non pas sur un simple manque de
spéciﬁcité de la Picrotoxine. Une méthode permettant de valider cette hypo-
thèse consisterait alors à utiliser l’interférence par ARN, technique qui sera
développée au cours du chapitre de Perspectives Générales, aﬁn de déterminer
si l’obtention d’abeilles apprenantes à l’issue de l’injection de PTX était bien
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liée à l’emploi par les animaux d’une stratégie élémentaire, et non pas simple-
ment à un problème de spéciﬁcité d’action.
Malgré le fait que la majorité des récepteurs-canaux soient visiblement for-
més de combinaisons homo-multimériques de sous-unités RDL, générant ainsi
des éléments hautement fonctionnels sensibles à la PTX mais insensibles à la
Bicuculline (BIC), d’autres associations présentent des caractéristiques phar-
macologiques particulières. Ces caractéristiques concernent notamment la co-
expression artiﬁcielle des sous-unités RDL et LCCH3 dans des cellules de dro-
sophile qui aboutit à des récepteurs hétéro-multimériques insensibles à la PTX
mais sensibles à la BIC [134], permettant ainsi d’attribuer spéciﬁquement la
sensibilité à l’antagoniste utilisé ici (la PTX) à la sous-unité RDL, et la sensi-
bilité à la Bicuculline à la sous-unité LCCH3.
Les résultats obtenus dans ce travail de thèse révèlent donc le rôle fonctionnel
des récepteurs-canaux au GABA comprenant de façon homo ou hétéromérique
au moins une sous-unité RDL, leur conférant ainsi leur sensibilité à la Picro-
toxine.
L’implication des autres types de récepteurs dans les formes complexes d’ap-
prentissage n’a donc pas été explorée de par leur insensibilité à l’agent phar-
macologique employé. Le cas des récepteurs métabotropiques au GABA a été
largement moins étudié du fait de l’absence d’eﬀet obtenue avec cet antago-
niste, mais il semble également probable que leur composition a une inﬂuence
décisive sur leurs propriétés, et suggère de la même façon que les eﬀets obtenus
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après injection de CGP54626 dépendent du type de population de récepteurs
ciblés. Aﬁn de conﬁrmer les résultats obtenus et au vu du manque de spéci-
ﬁcité des drogues utilisées dans le cas de l’insecte, une stratégie intéressante
et nécessaire consisterait par exemple à employer une méthode de blocage par
ARN interférence, qui permettrait de conforter les résultats obtenus au cours
de ce travail grâce à l’utilisation de deux méthodes diﬀérentes aboutissant à
des résultats compatibles. Cette perspective sera discutée plus loin.
5.4 Rôle des récepteurs au GABA dans les ap-
prentissages ambigus.
Les travaux eﬀectués ici ont permis de démontrer que les performances d’ac-
quisition ainsi que de rappel obtenus pour des tâches d’inversion de consigne
ou de feature négatif étaient nettement et spéciﬁquement réduites dans le cas
de l’injection de l’antagoniste ciblant les récepteurs ionotropiques présents au
niveau des calices des corps pédonculés, aires fortement innervées et recevant
les aﬀérences sensorielles. En revanche, les injections de Picrotoxine dans les
lobes ainsi que de CGP54626, ciblant les récepteurs métabotropiques, n’ont au-
cunement altéré l’apprentissage des problèmes proposés.
L’explication la plus simple à ces résultats consiste donc à considérer, d’une
part, que la neurotransmission par le GABA est spéciﬁquement requise au ni-
veau des calices, les aires d’aﬀérence des corps pédonculés, et non au niveau
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des lobes verticaux. Ceci éliminerait donc l’implication de la sous-population
A3-d des neurones récurrents dans ce processus, et suggère que ce sont les
neurones de type A3-v, innervant de façon récurrente les calices depuis les
lobes verticaux d’après les descriptions anatomiques produites par Ganeshina
et Menzel [43] ainsi que Grünewald [53] qui sont dédiés à la résolution de tâches
olfactives complexes. D’autre part, il apparait clairement que la neurotrans-
mission GABAergique requiert spéciﬁquement les récepteurs-canaux de type
ionotropique, étant donné que l’injection de l’antagoniste des récepteurs de
type métabotropique n’a pas démontré d’eﬀet sur l’acquisition ou la rétention
d’une tâche ambigüe. Ce processus semble donc reposer sur une transmission
directe et rapide de l’information inhibitrice apportée aux cellules de Kenyon
par les neurones A3-v du PCT au niveau des calices des corps pédonculés,
et ne semble pas être dépendante de modiﬁcations structurales à long terme
passant par des protéines G couplées aux RCPG ni aux cascades de signalisa-
tion intracellulaires associées. Il a été démontré que la majorité des récepteurs
composés de sous-unités RDL étaient localisés au niveau de la portion axo-
nale des cellules de Kenyon [65] sur laquelle ont été également identiﬁées des
synapses GABAergiques [59]. Cette observation conﬁrme la présence d’aﬀé-
rences GABAergiques fonctionnelles reposant sur la neurotransmission par les
récepteurs-canaux dans les corps pédonculés, et suggère un processus contrôlé
d’inactivation de sous-populations précises de CK. Brotz et coll. [65] ont dé-
montré en 1997 que la transmission GABAergique jouait un rôle majeur dans
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le contrôle de l’excitabilité des cellules de Kenyon au cours des oscillations des
potentiels de champs en réponse à l’odeur dans des corps pédonculés de cri-
quet [65]. Ces assemblées de neurones dont les activités oscillatoires sont ainsi
rendues cohérentes entre elles, et donc présentant des propriétés synchroniques,
ont été proposées comme étant un processus clé du codage des informations
olfactives [135,136].
Nous proposons que ces représentations distribuées et temporalisées des si-
gnaux olfactifs complexes par une inhibition axonale des réseaux-clés de CK
joueraient un rôle prépondérant dans le cadre des apprentissages ambigus. Ils
faciliteraient en eﬀet le codage combinatoire et la résolution des ambigüités des
liens associatifs entre les stimuli sensoriels au sein du réseau des corps pédon-
culés. Cette facilitation s’exercerait par les neurones récurrents via l’inhibition
de la réponse comportementale à des stimuli non pertinents.
5.5 Les apprentissages ambigus aversifs et ap-
pétitifs dépendent des mêmes réseaux.
Les expériences de conditionnement aversif de feature négatif ont consti-
tué la première démonstration des capacités de résolution complexe élaborées
chez des abeilles sous des conditions d’apprentissage nociceptif. En dépit des
excellentes performances d’acquisition et de rétention obtenues [33,137], la per-
188
5.5. Les apprentissages ambigus aversifs et appétitifs dépendent des mêmes réseaux.
tinence biologique de l’utilisation de chocs électriques dans le cadre d’études
cognitives chez l’animal reste un élément de discussion essentiel au regard des
résultats et des conclusions qui en sont tirées, bien que ce type de renforce-
ment constitue l’élément majeur des apprentissages associatifs réalisés chez la
drosophile notamment [29,33,137].
L’existence de relations entre un stimulus conditionnel et un stimulus incon-
ditionnel basées sur une perception nociceptive de type électroceptive semble
assez peu pertinente d’un point de vue biologique, et de ce fait il parait délicat
d’extrapoler les résultats obtenus au cadre écologique et évolutif des espèces
dans leur milieu, qui rencontrent vraisemblablement des stimuli plus naturels.
De nombreuses études ont été menées dans le but d’accéder aux capacités et
aux mécanismes de l’apprentissage aversif chez l’animal et notamment concer-
nant des expériences de fuite, de punition ou d’évitement chez les arthropodes,
en particulier les abeilles [9,10,138], les drosophiles [33], les blattes [139] et les
araignées [140].
Abramson a été le premier à étudier en 1986 l’apprentissage chez des abeilles
soumises à des techniques aversives [138] impliquant d’une part l’odeur répul-
sive de l’acide formique, et d’autre part l’application d’un choc électrique sur
le proboscis en contact avec une solution alimentaire, ces deux appariements
ayant été à l’origine de processus associatifs révélés par le comportement ac-
quis d’évitement des contextes concernés par les stimuli aversifs [138]. Les pre-
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mières études se sont généralement révélées peu concluantes du fait de lacunes
expérimentales des protocoles employés, portant notamment sur l’absence de
contrôle des eﬀets du stimulus aversif indépendamment à la contingence com-
portementale qui y est associée, paramètre qui peut être facilement maitrisé
dans le cas de l’utilisation des chocs électriques à l’aide d’appareils de mesure
tout à fait courants.
Ces chocs électriques, en plus des expositions contrôlées à un rayon laser pré-
sentant un choc thermique comme dans le cas du ﬂight simulator chez la droso-
phile (travaux de Martin Heisenberg), sont rapidement devenus les principaux
stimuli inconditionnels employés dans ce genre d’études, puisqu’ils présentent
l’avantage d’être simples à utiliser (le déclenchement et l’arrêt de la stimu-
lation pouvant être immédiats grâce à un système d’interrupteur) ; leur aire
d’action peut aussi être contrôlée de par un dispositif expérimental de conduc-
tion électrique adéquat. L’utilisation de ces chocs électriques dans le cadre
de conditionnements associatifs est également très présente chez le vertébré,
et notamment dans le cas du protocole de fear conditioning chez le rongeur
(pour revue, voir [141]). Les eﬀets physiologiques chez les animaux soumis aux
chocs électriques lors du conditionnement, ainsi que les conséquences de ces
eﬀets sur les résultats mêmes de l’expérience, restent cependant des facteurs
qu’il faut à l’évidence prendre en compte. Il semble en eﬀet diﬃcile de dissocier
les changements comportementaux observés, qui sont congruents au protocole
d’apprentissage, des modiﬁcations de l’état physique et physiologique de l’ani-
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mal résultant des stimulations aversives [138].
Dans le cas d’un test en labyrinthe spatial chez le rongeur, la perte de mobilité
obtenue par des eﬀets physiques des chocs électriques peut vraisemblablement
induire de faibles performances par comparaison aux animaux contrôles, per-
formances qui pourraient partiellement s’expliquer par une réduction des ca-
pacités motrices, indépendante des conséquences comportementales associées.
Ces eﬀets collatéraux, puisqu’inévitables et inhérents au traitement aversif subi
par les animaux, doivent donc être dûment pris en compte lors de la concep-
tion des dispositifs et du protocole de conditionnement, et également lors de
l’interprétation des résultats, et ceci aﬁn de limiter des conclusions erronées
ou simplement trop hâtives.
Il est néanmoins possible de réduire ces eﬀets sur l’intégrité physiologique par
des précautions expérimentales et de meilleurs contrôles, en particulier concer-
nant l’intensité du voltage appliqué aux animaux. Nous avons par exemple ob-
servé que le voltage habituellement utilisé pour le conditionnement aversif chez
l’abeille de 7 V [9,10] induisait une perte de vitalité et à terme un taux de mor-
talité plus élevé qu’avec un voltage réduit à 5,5 V. Cette réduction permettait
de maintenir un état physique acceptable, et ainsi d’observer le comportement
d’acquisition de la tâche proposée. En revanche un voltage trop faible (4 V)
ne semblait pas suﬃsant pour agir en tant que renforcement eﬃcace, puisque
dans ce contexte les abeilles n’apprenaient pas le paradigme. De précédentes
études menées chez le rongeur ou chez la blatte avaient déjà démontré que
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l’intensité sous- ou sur-optimale du choc électrique inﬂuençait la performance
d’expression du comportement cible pendant l’apprentissage, en particulier
lorsque l’intensité était trop élevée [139], ce qui pourrait être à l’origine d’un
syndrome de choc induit par la répétitions de stimulations nociceptives. Ceci
constitue une notion de base de la théorie de Rescorla et Wagner [19,20] et de
leur modèle de conditionnement, qui postule que l’intensité du renforcement a
une incidence directe sur la courbe d’apprentissage [19, 20]. Les résultats ob-
tenus dans le cadre de cette thèse suggèrent fortement que l’établissement de
l’intensité optimale du stimulus inconditionnel, en particulier lorsqu’il s’agit de
chocs électriques, consiste en un point d’équilibre et de compromis entre une
valence suﬃsamment importante et un eﬀet physiologique réduit. Le compro-
mis obtenu permet alors non seulement la formation d’une trace associative
robuste, mais également de limiter les conséquences mécanistiques de motri-
cité notamment, indépendantes de l’apprentissage. Néanmoins, lorsqu’utilisés
dans des conditions bien maitrisées, les chocs électriques constituent des ren-
forcements extrêmement eﬃcaces permettant d’obtenir des performances très
élevées, particulièrement chez le modèle drosophile [29,30,33,110].
D’autres types de stimuli aversifs, moins agressifs et stressants que les chocs
électriques, pourraient cependant être employés dans le cas des apprentissages
associatifs, notamment au travers de perceptions thermiques, photoniques, mé-
caniques et chimiques. Ces stimuli ont été employés dans de précédentes études
chez l’insecte et ont démontré leur eﬃcacité, par exemple concernant une agi-
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tation vigoureuse au vortex chez l’abeille [124, 142], un choc thermique au
laser chez la punaise [143] ou la drosophile [144]. Bien que d’autres alterna-
tives soient possibles, l’utilisation classique des chocs aversifs nous a permis
d’obtenir des résultats qui ont dans leur ensemble clairement démontré que le
blocage du signal GABAergique dans les calices des corps pédonculés par la
Picrotoxine altérait l’apprentissage. Les modalités appétitives et aversives font
appel à des circuits neuronaux en partie distincts concernant le codage du sti-
mulus inconditionnel [10], impliquant notamment des populations de neurones
octopaminergiques ou dopaminergiques respectivement, ce qui pourrait expli-
quer les diﬀérences observées entre les performances appétitives et aversives du
protocole de feature négatif. Le processus résolutif des ambigüités inhérentes
aux problèmes proposés semble être indépendant de la valeur intrinsèque de
l’élément du renforcement, à savoir une valence positive ou négative, bien que
les stratégies résolutives soient diﬀérentes dans chacun des cas. La conséquence
en est que la labellisation, c’est-à-dire l’identité même du stimulus incondition-
nel, apparait comme indiﬀérente dans l’implication des neurones récurrents du
PCT, puisque ces neurones sont requis en modalité appétitive et aussi en moda-
lité aversive, même si dans ce dernier cas ils semblent jouer un rôle absolument
indispensable puisque les abeilles ne sont plus capables de résoudre la tâche
après un blocage de ces neurones (paragraphe 5.2).
Nous proposons donc que leur rôle fonctionnel dans la résolution de ce type
d’apprentissage repose sur une ou des propriété(s) même(s) du système olfactif,
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et ce quelque soit la valeur du lien associatif dont il est question.
5.6 Intérêt écologique et évolutif des capacités
cognitives.
Au delà de l’intérêt scientiﬁque que représente ce travail de thèse, et de
toutes les voies d’exploration neurobiologiques qui sont ouvertes, un soin par-
ticulier doit être apporté à replacer - et maintenir - dans leur contexte naturel
toute l’étendue des capacités cognitives mises en lumière ici. Dans leur milieu
naturel, les abeilles sont soumises à des tâches de butinage et des relations
inter-individuelles extrêmement élaborées, du fait de la complexité cognitive
et sensorielle associée notamment aux interactions de communication entre
congénères et à la constance ﬂorale [8]. Si les abeilles présentent des facultés
si abouties en terme de discrimination de relations ambigües (A+ B− puis
A− B+ ; A+ AB−), il est légitime d’imaginer que ces performances sont étroi-
tement liées aux exigences de leur mode de vie, et qu’elles sont l’expression
comportementale d’un long processus évolutif ayant sélectionné les lignées les
plus aptes à opérer ces types de résolutions cognitives. Les études préalable-
ment menées sur cette espèce et interrogeant ces comportements, par l’usage de
protocoles de conditionnement en laboratoires (inversion de consigne [47, 48],
feature [26, 113], patterning [22, 23, 145]) ne permettent pas jusqu’à présent
de recontextualiser les comportements obtenus. Le principal problème de ces
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études concerne l’aspect très artiﬁciel des protocoles employés, notamment de
par l’usage d’odeurs de synthèse pures, de mise en contention, et de para-
digmes qu’il est délicat d’extrapoler au milieu naturel des animaux. D’autres
pistes d’étude pourraient se révéler très intéressantes à ce niveau, en propo-
sant par exemple de résoudre des apprentissages ambigus chez des abeilles en
libre vol [113,146] par l’utilisation d’indices olfactifs ou visuels proches de ceux
rencontrés lors d’une route de butinage, dans le cadre d’expériences de type
inversion de consigne, visant à mimer le phénomène de constance ﬂorale par
la transition de deux phases de présentations de ﬂeurs aux caractéristiques
distinctes et récompensées diﬀérentiellement au cours du temps. Il apparait
également, si ces performances cognitives sont le fruit d’une pression évolu-
tive chez les abeilles, qu’a priori des espèces d’insectes ne partageant pas les
mêmes traits d’histoire de vie ne pourraient potentiellement pas être capables
de résoudre ces types de problèmes. Il semblerait alors assez probable que les
opérations mentales à l’oeuvre lors des apprentissages complexes ne puissent
être réalisées que chez des espèces rencontrant des problématiques similaires
au cours de leur vie, et particulièrement en terme de socialité qui semble, dans
le cas de l’abeille, avoir été le moteur de l’évolution de ces comportements
extrêmement élaborés. Chez la drosophile par exemple, l’existence de capaci-
tés d’apprentissage ambigu de type patterning, qui constitue le protocole le
plus abouti en terme de complexité olfactive, reste encore débattu [29], tan-
dis que l’inversion de consigne, moins élaborée, semble réalisable chez cette
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espèce [61,110].
Toutes les évidences recueillies jusqu’à présent portent à croire qu’il est pro-
bable, voire attendu, qu’une espèce ne sera en mesure de résoudre une tâche
que si celle-ci correspond à un enjeu rencontré en milieu naturel et constitue un
élément intrinsèque des caractéristiques de son évolution, puisque l’existence
d’une capacité cognitive ou physiologique, quelle qu’elle soit, n’a de sens que si
le cerveau est construit du point de vue morphologique et fonctionnel de telle
façon à faciliter cet apprentissage par une connectique adéquate entre le circuit
du SC et le circuit du SI. Cette connectique peut être basée sur un processus
de sélection naturelle, mais peut également permettre de répondre à d’autres
types de stimuli inconditionnels (par exemple les neurones dopaminergiques)
non pertinents du point de vue biologique, voire à d’autres stimuli condition-
nels en association au SI si la circuiterie le permet. La complexité du mode de
vie des abeilles conforte alors l’idée qu’un certain type de circuiterie neuronale
propice à ces performances cognitives, leurs étant utiles tout au long de leur
vie, ait été sélectionné et développé, puisqu’il permet des performances qui
sont partie intégrante de l’adaptation des abeilles aux contraintes sans cesse
changeantes du milieu dans lequel elles évoluent. De la même façon, il semble
donc cohérent que les drosophiles, par exemple, n’expriment pas systématique-
ment ce type de comportement élaboré [29], puisque ne correspondant pas à
des pressions de sélection réelles pour cette espèce, en dehors de la supposi-
tion qu’une espèce puisse présenter des caractéristiques pré-existantes à leur(s)
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ﬁnalité(s) écologique(s). Il serait aussi intéressant d’évaluer les performances
chez des espèces d’abeilles solitaires (genres Osmia, Megachile, Xylocopa) dont
la comparaison avec Apis mellifera fournirait des éléments extrêmement in-
formatifs quant à l’interaction entre le niveau de socialité et l’existence de
capacités d’apprentissage élaborées au sein d’un même ordre d’insectes. La re-
lation entre les performances cognitives complexes et les expériences vécues par
l’animal constitue également un élément d’étude très intéressant. La résolution
de problèmes ambigus, bien que reposant sur des réseaux neuronaux identiﬁés
ici, pourrait eﬀectivement n’être accomplie que par des abeilles suﬃsamment
âgées, c’est-à-dire expérimentées, tandis que de jeunes abeilles au système ner-
veux encore immature pourraient s’en révéler incapables. Cet aspect, actuelle-
ment étudié dans le cadre d’une thèse au sein du laboratoire, permettrait de
déterminer le degré d’implication de l’expérience dans les performances cogni-
tives élaborées, étant donné que toutes les abeilles utilisées lors de ce présent
travail étaient des butineuses relativement âgées. Ben-Shahar et coll. [108] ont
démontré en manipulant la structure de colonie (classique, en cohorte unique
artiﬁcielle) ainsi que l’expérience de vol et l’âge, que l’apprentissage de l’in-
version de consigne était un trait dépendant de la division du travail [108],
ce qui a également été démontré par Ferguson et coll. [107]. Les auteurs ont
également observé une forte composante héréditaire et génétique des varia-
tions inter-individuelles des performances, la sélection des mâles haploïdes des
lignées paternelles se révélant être un facteur majeur dans le comportement
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d’acquisition de la tâche dès la première génération [107]. Enﬁn, en plus des
composantes liées à l’hérédité et au polyéthisme, la saison apparait être un
élément important de la performance, puisque Hadar et Menzel ont démontré
que les apprentissages excitateurs et inhibiteurs lors de l’inversion de consigne
étaient diﬀérents en fonction de la saison [106], selon que les abeilles soient
issues des générations d’été ou d’hiver.
L’étude comparative des performances exprimées par des abeilles de castes ou
de lignées paternelles variées constituerait dans ce contexte une voie d’explo-
ration extrêmement stimulante pour enrichir le travail réalisé ici, en particulier
dans le cas de l’inversion de consigne qui est jusqu’à présent le plus documenté
dans ce domaine. Ces perspectives de travaux permettraient ainsi d’apporter
aux résultats de cette présente thèse une envergure davantage écologique dans
la compréhension des facultés cognitives des abeilles. Les données disponibles
laissent en eﬀet penser que les colonies d’abeilles, qui regroupent naturellement
une large variété de lignées génétiques, pourraient ainsi favoriser la sélection
de certaines catégories de butineuses en fonction des tâches cognitives pour




« I’m bored » is a useless thing to say. You live in a great, big,
vast world that you’ve seen none percent of.
– Louis C.K.
Ce travail a permis de mettre en lumière l’implication des circuits neuro-
naux récurrents du tractus protocérébro-calical (PCT) des corps pédonculés
du cerveau de l’abeille dans la résolution d’informations sensorielles conﬂic-
tuelles dans le cadre d’apprentissages olfactifs ambigus (inversion de consigne
et feature négatif).
L’un des résultats majeurs de cette étude concerne la démonstration de capaci-
tés de résolution de feature négatif (A+ AB−) dans le cas du protocole aversif,
protocole qui s’était jusqu’alors limité à l’étude de conditionnements simples,
impliquant des relations linéaires entre les odeurs et les chocs électriques qui
sont associés. Nous avons pu démontrer que les processus de résolution de type
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non élémentaire mis en jeu constituaient une propriété intrinsèque du système
nerveux, à l’évidence indépendante des valences positives ou négatives asso-
ciées au stimulus renforçant (sucre ou choc électrique, respectivement). Ces
résultats, entre autres, incitent également la poursuite de l’étude commencée
ici et ouvrent de nouvelles perspectives à explorer, aﬁn de mieux comprendre
et caractériser les processus cognitifs des résolutions complexes chez l’abeille.
6.1 Exploration des caractéristiques pharma-
cologiques du signal GABAergique.
Le blocage du signal GABAergique au niveau des calices des corps pé-
donculés s’est révélé être eﬃcace et provoquer une altération des capacités
cognitives dans nos expériences. Il apparait maintenant un niveau d’analyse
supplémentaire qui pourrait permettre de caractériser plus ﬁnement les pro-
priétés électrophysiologiques et pharmacologiques de cette neurotransmission
inhibitrice. L’inhibition post-synaptique par hyperpolarisation membranaire
générée par un signal GABAergique implique eﬀectivement deux mécanismes
distincts. D’une part, l’inhibition de type phasique, dite également synaptique,
qui est sensible chez le vertébré à l’utilisation de Gabazine (SR-95531), une
drogue agissant comme un antagoniste allostérique des récepteurs GABAA par
ﬁxation au site de reconnaissance du GABA des complexes du récepteur ca-
nal [147–150]. D’autre part, le signal comporte une composante tonique, dite
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extrasynaptique, qui est insensible à la Gabazine mais sensible, également chez
le vertébré, au L-655,708 (FG-8094), un antagoniste spéciﬁque des sous-unités
de type α5 des récepteurs GABAA [151, 152]. L’eﬀet de ces antagonistes est
d’induire une réduction de l’inhibition transmise par le GABA dans les neu-
rones, par inhibition de l’inﬂux de chlore au travers de la membrane cellulaire
responsable de l’hyperpolarisation neuronale. Les eﬀets comportementaux ob-
servés par ces études chez le rongeur [147, 148] constituent une voie d’étude
intéressante pour la suite de ce travail. L’inactivation spéciﬁque soit du courant
tonique soit du courant phasique généré par le signal GABAergique, ainsi que
les eﬀets comportementaux associés, permettrait d’aﬃner la caractérisation de
l’implication des neurones récurrents dans la résolution des tâches ambigües
chez l’abeille. Néanmoins aucune étude n’a pour l’instant établi si ces drogues,
largement utilisées chez le modèle rongeur, étaient eﬃcaces chez l’insecte. Des
travaux préliminaires seraient alors nécessaires de façon à caractériser le mode
d’action et l’eﬃcacité chez l’abeille, notamment par des techniques électrophy-
siologiques et moléculaires, avant d’envisager ce type d’approches plus inté-
grées.
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6.2 Remplacer la méthode pharmacologique par
la technique d’interférence ARN.
Une perspective méthodologique majeure de ce travail reposerait essentiel-
lement sur l’utilisation des techniques d’interférence par ARN, qui constituent
dans ce type de contexte une approche plus spéciﬁque que par des injections
pharmacologiques d’antagonistes des récepteurs au GABA. Il serait en eﬀet im-
pératif de montrer les mêmes résultats obtenus ici par l’emploi d’une méthode
d’inhibition du signal GABAergique diﬀérente, et en l’occurence plus ciblée.
Le mécanisme d’interférence ARN est une technique de biologie moléculaire
reposant sur la dégradation d’un transcrit, notamment par l’intermédiaire de
l’action d’ARN double-brin (dsARN) clivés dans la cellule en courts ARN
double-brin d’une vingtaine de nucléotides (siARN) par l’enzyme Dicer (pour
revue, voir [153]). Cette enzyme fait partie d’un complexe multi-protéique ap-
pelé RISC (RNA-induced silencing complex en Anglais) qui prend en charge le
siARN et le conduit vers l’ARNm ciblé, qui est ensuite clivé par complémen-
tarité de séquence par une autre enzyme du complexe. Une fois clivé, l’ARNm
est alors dégradé et l’expression de la protéine associée est de ce fait inhi-
bée dans les cellules ciblées. La technique d’interférence ARN permet alors
d’engendrer des phénotypes de type perte de fonction de par la simple dé-
gradation du transcrit d’intérêt. Chez la drosophile, pour qui l’on dispose de
nombreux outils génétiques mutationnels, l’élément interférent peut être in-
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troduit grâce à un transgène et produit directement par l’animal [154]. En
revanche, d’autres modèles comme l’abeille ne permettent pas des applications
mutationnelles aussi directes, et nécessitent l’utilisation de l’interférence ARN
par des approches indirectes, notamment au travers d’injections ou par voie ali-
mentaire. Le séquençage complet du génome de l’abeille en 2006 a néanmoins
constitué un élément essentiel dans la conduite d’études génomiques chez ce
modèle [155]. Les principaux transcrits ciblés par cette technique constituent
généralement des récepteurs de voies de transductions du signal, dont la voie
octopaminergique, étudiées dans les travaux de Farooqui et coll. [156, 157]
qui constituent les premières études montrant l’utilisation de siARN et qui
ont démontré le rôle des récepteurs octopaminergiques dans la formation et le
rappel de la mémoire chez l’abeille. Plus récemment, d’autres auteurs ont éga-
lement démontré l’eﬃcacité de cet outil dans le cadre d’études fonctionnelles,
et notamment concernant la mémoire olfactive en ciblant les récepteurs au
glutamate [158–161] ou à l’acétylcholine [162]. Contrairement à la drosophile,
aucune interférence de la signalisation du GABA n’a jusqu’à présent été étu-
diée chez l’abeille [163,164]. Dans le cadre de cette thèse dont les résultats sont
basés sur des approches pharmacologiques uniquement, peut-être imparfaites
de par un manque de spéciﬁcité, l’une des perspectives les plus intéressantes
concernerait alors l’utilisation de la technique d’interférence ARN, aﬁn de blo-
quer plus ﬁnement la signalisation GABAergique mise en lumière. L’injection
localisée dans les calices d’un siARN ou dsARN ciblant par exemple (i) une
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enzyme de biosynthèse du GABA, la glutamate decarboxylase qui catalyse la
dé-carboxylation de glutamate en GABA et CO2, ou encore (ii) la sous-unité
RDL prédominante des récepteurs au GABA, permettrait de conﬁrmer les ré-
sultats déjà obtenus et également d’aﬃner la fenêtre d’action et la localisation
de l’inhibition assurée par cette neurotransmission lors d’un apprentissage am-
bigu.
6.3 Quelle relation entre la latéralisation et les
apprentissages complexes ?
Au vu de ces résultats, de nombreux éléments restent à éclaircir et pour-
raient donner lieu à des études complémentaires, notamment en relation aux
travaux de Rigosi et coll. [165, 166] qui ont démontré la latéralisation du co-
dage sensoriel dans le système olfactif de l’abeille par des asymétries entre
hémisphères gauche et droit du cerveau. Cette asymétrie se retrouve à la fois à
l’échelle morphologique et également à l’échelle fonctionnelle dans le traitement
du signal odorant par les neurones, les récepteurs olfactifs et les comportements
associés [165,167]. Cette latéralisation comportementale du processus d’olfac-
tion [168,169] et de la mémoire olfactive [170] pourrait également constituer un
paramètre essentiel des capacités d’apprentissage ambigu tel que ceux dévelop-
pés ici, puisqu’il serait intéressant d’évaluer dans quelle mesure ces mécanismes
cognitifs de haut niveau (l’inversion de consigne et le feature négatif) seraient
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corrélés à un biais de latéralisation entre les populations gauche et droite des
neurones récurrents des corps pédonculés.
Après un apprentissage appétitif classique, Rogers et Vallortigara [170] ont dé-
montré par une méthode de revêtement antennaire que le rappel de la mémoire
à court terme impliquait en premier lieu l’antenne droite puis secondairement
l’antenne gauche, tandis que le rappel à long terme (de 6 à 24 heures) né-
cessitait en priorité l’antenne gauche [170]. Ce transfert du côté droit vers le
côté gauche, dépendant du temps, constitue un élément de latéralisation des
réseaux neuronaux similaire à ce qui est retrouvé chez les vertébrés, et suggère
que les propriétés fonctionnelles de la mémoire olfactive chez un animal, verté-
bré ou invertébré, nécessiterait donc la latéralisation du traitement du signal
et des processus olfactifs.
Des injections unilatérales de Picrotoxine (ou préférentiellement de siARN) in-
duisant un blocage spéciﬁque de chaque hémisphère dans le cadre d’un appren-
tissage complexe comme l’inversion de consigne ou le feature négatif permet-
traient de déterminer si le facteur de latéralisation est eﬀectivement conservé.
Cette latéralisation pourrait constituer une propriété davantage essentielle lors-
qu’il s’agit de tâches cognitives élaborées, dont le degré d’implication pourrait
être corrélé ou proportionnel au niveau de complexité de la tâche associative.
Dans ce contexte, Komischke et coll. [22] ont étudié les capacités de résolution
de patterning négatif (A+ B+ AB−) et positif (A− B− AB+) en dissociant
la stimulation odorante de façon uni ou bilatérale aux antennes des abeilles.
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Ils ont ainsi démontré que, contrairement à l’envoi simultané et bilatéral des
odeurs qui générait des résolutions eﬀectives dans les deux cas, la réception
unilatérale de stimulus ne permettait de résoudre que le protocole en version
positive, et non en version négative [22]. Les auteurs attribuent cette diﬀérence
au fait que l’aﬀérence bilatérale de l’information olfactive constitue un élément
indispensable au traitement non élémentaire de la tâche de patterning négatif,
tandis que la résolution du patterning positif, admettant une résolution par
des processus élémentaires simples, ne requiert pas cette bilatéralité du signal.
Dans notre cas, ce type d’approche pourrait se révéler très intéressant puisque
les protocoles employés sont distincts et admettent également une résolution
par des stratégies à la fois impliquant des voies élémentaires et non élémen-
taires.
La spécialisation des calices, notamment en terme de position latérale ou mé-
diane de ces structures, pourrait également constituer un élément d’étude inté-
ressant. L’injection de Picrotoxine très localisée dans le calice médian ou dans
le calice latéral permettrait ainsi de déterminer si la sous-localisation anato-
mique des aﬀérences GABAergiques dans ces aires se révèle être biaisée, et si
cette asymétrie joue un rôle dans la résolution du problème cognitif, même si
a priori, il ne parait pas évident qu’il existerait une spécialisation de certaines
zones des calices dans ce mécanisme.
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6.4 Comment le niveau de similarité des odeurs
inﬂuence la performance ?
Il a été démontré que les performances cognitives des abeilles étaient direc-
tement dépendantes du degré de similarité chimique des odeurs utilisées comme
stimuli conditionnels lors d’un apprentissage olfactif, de la même façon que la
résolution d’une tâche est d’autant plus aisée que les éléments à discriminer
présentent des traits facilement discernables. A l’évidence, les caractéristiques
moléculaires et perceptuelles des odeurs constituent les clés de la discrimina-
tion olfactive mise en jeu par le conditionnement du comportement, et il est
probable que le niveau de similarité - ou de dissimilarité – des odeurs aura une
inﬂuence essentielle sur la capacité de résolution, et ce a priori d’autant plus
que la tâche sera complexe.
Dans le cadre du conditionnement de patterning négatif impliquant la diﬀé-
renciation de deux éléments seuls renforcés et d’un mélange binaire non ren-
forcé (A+ B+ AB−), la réduction de similarité entre les stimuli, c’est-à-dire
du nombre d’éléments communs entre les odeurs seules et le mélange, aug-
mente la capacité de discriminer ces éléments par un renforcement des degré
de contraste entre les signaux [25]. Les travaux de Deisig et coll. [25] inter-
prètent donc cette potentialisation de la discrimination grâce aux prédictions
des théories de l’indice unique [122] et conﬁgurales [27], qui supposent que le
traitement du mélange composite exclut la sommation linéaire des forces asso-
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ciatives de ses éléments. Il apparaît néanmoins, étant donné que le niveau de
similarité des composants est un facteur important, que la théorie de l’indice
unique n’explique pas totalement les résultats obtenus dans ces études [25].
De ce fait, la résolution de ce type de tâches strictement non élémentaires
semble reposer sur un compromis entre ces concepts, tout en rejetant la théorie
conﬁgurale extrême qui postule qu’un composé est encodé comme un nouveau
stimulus totalement indépendant de ses éléments [27].
Dans le cadre de ce présent travail portant sur des apprentissages ambigus -
sans pour autant être purement non élémentaires - il paraît donc intéressant
d’évaluer l’eﬀet de niveaux de similarité variables entre les diﬀérents éléments
odorants utilisés sur les performances, ainsi que sur l’implication des neurones
récurrents que nous avons montré être indispensables aux résolutions com-
plexes. Ainsi une tâche de feature négatif simpliﬁée par le seul fait de diminuer
le niveau de similarité entre les odeurs pourrait proportionnellement s’aﬀran-
chir de la nécessité de ce circuit, puisque les résultats tendent à prouver que
les résolutions simples reposent sur des réseaux distincts, et notamment pour-
raient s’opérer au niveau des lobes antennaires [21,46,47]. Nous avons vu que
pour les apprentissages constituant les essais contrôles de chaque problème
(notamment le paradigme A+ BC− contrôle de A+ AB−, paragraphes 4.1.3 et
4.1.1, respectivement), le blocage des neurones récurrents au niveau des calices
des corps pédonculés n’avait pas d’eﬀet sur leur résolution. Cette observation
s’explique facilement puisqu’a priori ces neurones sont spéciﬁquement dédiés
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aux apprentissages relevant d’associations ambigües. L’idée de ces expériences
serait donc de déterminer le niveau seuil d’ambigüité, c’est-à-dire du nombre
critique d’éléments communs entre les stimuli odorants, au-delà duquel le cir-
cuit récurrent devient indispensable. De la même façon, de précédentes études
ont démontré que le blocage de la transmission GABAergique au niveau des
lobes antennaires, première aire d’aﬀérence et de stockage des informations
olfactives, entrainait un défaut de discrimination d’odeurs similaires mais pas
d’odeurs clairement dissimilaires [86]. L’intégrité des récepteurs ionotropiques
au GABA est également essentielle au traitement du mélange odorant en tant
que stimulus conﬁgural et à la formation du percept olfactif unique pour des
odeurs composites [84]. Ces résultats indiquent que la neurotransmission in-
hibitrice au GABA assurée par les inter-neurones du lobe antennaire régulent
de façon prépondérante la spéciﬁcité de la mémoire associative olfactive dans
ces structures, notamment dans le cadre d’opérations olfactives conﬁgurales. Il
semble donc intéressant d’évaluer si un mécanisme similaire s’opère à plus haut
niveau dans les corps pédonculés par une approche expérimentale comparable.
6.5 Comment accéder à l’activité des neurones ?
L’implication des neurones récurrents des corps pédonculés lors des appren-
tissages ambigus a été mise en évidence par des approches invasives pharma-
cologiques. L’une des pistes expérimentales envisageables consisterait alors à
accéder de manière plus précise et plus spéciﬁque au rôle fonctionnel de ces
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neurones, en établissant le lien direct entre l’altération de l’activité de ces
neurones et l’eﬀet comportemental, notamment par des techniques d’imagerie
calcique ou d’électrophysiologie in situ lors d’un apprentissage complexe après
injection de Picrotoxine. L’imagerie calcique combinée à des techniques phar-
macologiques lors d’une stimulation olfactive a notamment permis de visualiser
le proﬁl fonctionnel des interactions inhibitrices et des connections entre inter-
neurones au GABA dans les glomérules des lobes antennaires, et de décrire
l’activité combinatoire de ces neurones en relation avec le traitement des infor-
mations olfactives [92,171–173]. Sur des cellules de Kenyon isolées, l’utilisation
de l’imagerie calcique pendant un apprentissage associatif olfactif a également
permis de déﬁnir deux sous-populations fonctionnelles de neurones en fonction
de leur niveau de plasticité en réponse à l’application combinée de GABA et
d’acétylcholine [172, 173]. Ceci suggère que les neurones des corps pédonculés
contribuent au traitement temporel des aﬀérences excitatrices - informations
de la voie olfactive - et inhibitrices - signaux issus des neurones récurrents - et
que les mécanismes neuronaux de cette relation temporelle très ﬁne entre ces
aﬀérences antagonistiques aﬀecte l’apprentissage de façon critique [172], no-
tamment de par un encodage sporadique et désynchronisé des cellules de Ke-
nyon en réponse aux odeurs [80]. D’autres études suggèrent également que la
modulation de l’activité des cellules de Kenyon en lien avec l’apprentissage est
assurée par le niveau d’inhibition apportée par les neurones récurrents du PCT,
et ont démontré par des enregistrements d’imagerie calcique et d’électrophy-
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siologie de ces neurones pendant un apprentissage, un changement d’activité
des CK et de leurs neurones eﬀérents en réponse au stimulus appris [52,174].
La reproduction des techniques d’imagerie fonctionnelle et d’électrophysiologie
sur les neurones récurrents pendant des apprentissages ambigus permettrait ef-
fectivement d’apporter la preuve de leur implication, en corrélant la perte de
fonction par de l’interférence ARN ou des injections pharmacologiques aux ré-
percutions comportementales en terme de résolution cognitive.
En revanche, même si la question - et l’intérêt - théorique de cette procé-
dure sont évidents, le problème reste méthodologique et technique, puisqu’il
parait concrètement diﬃcile de ne marquer avec une sonde calcique que ces
neurones récurrents, qui constituent une petite population d’une cinquantaine
de neurones très localisés [43,63]. Dans ce contexte, l’utilisation d’outils viraux
pour adresser des gènes aux neurones est une technique assez répandue. Cette
technique permet de transférer notamment des marqueurs ﬂuorescents ou des
sondes calciques dans des neurones de façon plus ou moins spéciﬁque, en fonc-
tion du promoteur employé permettant de restreindre l’expression du trans-
gène dans les neurones cibles et selon les caractéristiques considérées lors du
choix du virus (taille de l’insert, neurones cibles, persistance de l’expression).
Ce type d’approche, qui se révélerait très spéciﬁque à ces neurones récurrents
d’intérêt, pourrait ainsi constituer un argument fort quant à la conservation
dans le règne animal d’une règle biologique de spécialisation de populations





It’s more fun to experience things when you don’t know what’s
going to happen.
– Louis C.K.
Ce travail de thèse a permis de mettre en évidence l’implication de l’inhibi-
tion exercée par les neurones récurrents du tractus protocérébro-calical (PCT)
dans les mécanismes neurobiologiques qui sous-tendent la résolution par la voie
non élémentaire des formes ambigües d’apprentissage olfactif chez l’abeille. Ces
résultats ont été obtenus par la combinaison d’approches invasives pharmacolo-
giques et d’études comportementales, et apportent de nouvelles connaissances
quant aux réseaux neuronaux requis lors des apprentissages associatifs com-
plexes chez l’insecte. Ils démontrent l’implication de cette boucle de rétrocon-
trôle au cours des processus d’acquisition appétitive ou aversive et de rappel,
grâce à une signalisation inhibitrice de type GABAergique nécessitant de façon
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spéciﬁque les récepteurs-canaux ionotropiques présents à la surface des calices
des corps pédonculés. La perte de la capacité d’apprentissage d’une tâche d’in-
version de consigne ou de feature négatif par le blocage de ces récepteurs est
interprétée comme une altération globale des mécanismes cognitifs non élémen-
taires de résolution du problème rencontré. Ceci est indépendant des processus
d’extinction de mémoire acquise, ainsi que de perturbations des processus de
rappel ou de perception des odeurs.
Ces observations sont cohérentes aux résultats obtenus chez les vertébrés, et
suggèrent l’existence de structures cérébrales fonctionnellement spéciﬁques et
dédiées à la résolution de tâches cognitives d’ordre supérieur conservées au sein
des diﬀérentes espèces animales. Néanmoins le rôle fonctionnel de cette signa-
lisation GABAergique récurrente dans le cerveau de l’abeille doit être précisé,
aﬁn d’explorer plus avant les mécanismes en jeu lors d’un apprentissage am-
bigu.
L’approche combinée du comportement et des techniques d’imagerie in vivo ou
d’électrophysiologie devrait par exemple permettre de préciser la dynamique





Some people live more in 20 years than others do in 80. It’s not
the time that matters, it’s the person.
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In reversal learning, subjects ﬁrst learn to respond to a reinforced stimulus A and not to a
non-reinforced stimulus B (A+ vs. B−) and then have to learn the opposite when stimulus
contingencies are reversed (A− vs. B+). This change in stimulus valence generates a
transitory ambiguity at the level of stimulus outcome that needs to be overcome to
solve the second discrimination. Honey bees (Apis mellifera) efﬁciently master reversal
learning in the olfactory domain. The mushroom bodies (MBs), higher-order structures
of the insect brain, are required to solve this task. Here we aimed at uncovering the
neural circuits facilitating reversal learning in honey bees. We trained bees using the
olfactory conditioning of the proboscis extension reﬂex (PER) coupled with localized
pharmacological inhibition of Gamma-AminoButyric Acid (GABA)ergic signaling in the
MBs. We show that inhibition of ionotropic but not metabotropic GABAergic signaling
into the MB calyces impairs reversal learning, but leaves intact the capacity to perform
two consecutive elemental olfactory discriminations with ambiguity of stimulus valence.
On the contrary, inhibition of ionotropic GABAergic signaling into the MB lobes had no
effect on reversal learning. Our results are thus consistent with a speciﬁc requirement of
the feedback neurons (FNs) providing ionotropic GABAergic signaling from the MB lobes
to the calyces for counteracting ambiguity of stimulus valence in reversal learning.
Keywords: reversal learning, honey bees, mushroom bodies, GABAergic signaling
Introduction
Associative learning may be divided in two main categories: (i) elemental learning, in which
linear and unambiguous links are established between events (Rescorla and Wagner, 1972); and
(ii) non-elemental learning, in which the links established between events are ambiguous and
non-linear (Rudy and Sutherland, 1989; Sutherland and Rudy, 1989). In Pavlovian learning, for
instance, two levels of stimulus ambiguity are represented by differential and reversal conditioning.
In differential conditioning, two conditioned stimuli (CS) A and B are unambiguously associated
Abbreviations: AL, Antennal Lobe; APL, Anterior Paired Lateral neurons; CS, Conditional Stimulus; FN, Feedback
Neurons; GABA, Gamma-AminoButyric Acid; KC, Kenyon Cells; LH, Lateral Horn; MBs, Mushroom Bodies; PBS,
Phosphate Buffer Saline; PCT, Protocerebro-Calycal Tract; PER, Proboscis Extension Reflex; PNs, ProjectionNeurons;
PTX, Picrotoxin; US, Unconditional Stimulus.
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with an unconditioned stimulus (US) and with the absence of
US, respectively (A+ vs. B−). In reversal conditioning, a first
differential conditioning phase (A+ vs. B−) is followed by a
second phase, in which stimulus contingencies are reversed
(A− vs. B+). Thus, the addition of the second phase generates
a transient ambiguity of stimulus outcome (A+ → A− and
B− → B+) that needs to be overcome.
In mammals, different brain structures are associated
with learning forms exhibiting different levels of ambiguity.
While the hippocampus seems to be dispensable for non-
ambiguous, elemental discriminations (Rudy and Sutherland,
1989; Sutherland and Rudy, 1989; Stupien et al., 2003) it is
required—together with the cortical system—for learning of
non-linear, ambiguous discriminations (Rudy and Sutherland,
1989; Sutherland and Rudy, 1989; Dusek and Eichenbaum,
1997; Rudy and O’Reilly, 1999, 2001; Rudy et al., 2002; Stupien
et al., 2003). In insects, comparable results were found in the
honey bee, an insect which has a model status for studies
on learning and memory (Menzel, 1999; Giurfa, 2003, 2007;
Giurfa and Sandoz, 2012), and which learns efficiently olfactory
reversal discriminations (Ben-Shahar et al., 2000; Komischke
et al., 2002; Hadar and Menzel, 2010; Mota and Giurfa, 2010).
Pharmacological blocking of the mushroom bodies (MBs),
higher-order brain structures associated with memory storage
and retrieval (Menzel, 1999, 2014; Giurfa and Sandoz, 2012)
impairs reversal learning but leaves intact the capacity to achieve
two successive elemental olfactory discriminations (Devaud et al.,
2007).
Here, we aimed at uncovering the mechanisms underlying
the necessity of MBs for reversal learning. We focused on
the Gamma-AminoButyric Acid (GABA)ergic signals provided
by A3v and A3d neurons, which provide the only inhibitory
feedback circuits known so far in the MBs of the honey bee
(Bicker et al., 1985; Gronenberg, 1987; Grünewald, 1999a,b).
Both innervate the output region of the MBs (the lobes); A3v
neurons feedback onto the input region (the calyces) of the
MBs and A3d neurons feedback onto the lobes themselves.
We reasoned that these circuits might be crucial to inhibit
responses to previously reinforced odors during the reversal
phase. We thus blocked GABAergic signaling in the MBs during
olfactory reversal learning by locally injecting antagonists of
ionotropic or metabotropic GABA receptors, into the calyces
or the lobes. In this way, we aimed at determining the
GABA receptors relevant for this task. We show that only
ionotropic GABAergic signaling in the calyces is required
for reversal learning but not for two consecutive elemental
discriminations. We thus provide a circuit-based explanation
of the implication of MBs in reversal learning and discuss the




Female honey bee foragers (Apis mellifera) were captured at
the entrance of the hive in the morning of each experimental
day. To be handled properly, they were anaesthetized on ice
for a few minutes until complete immobilization. They were
then harnessed individually in small metal tubes. Only the
antennae and the mouthparts remained free to move (Bitterman
et al., 1983). This preparation ensures optimal conditions for
the olfactory conditioning of the proboscis extension reflex
(PER; Bitterman et al., 1983; Matsumoto et al., 2012) which
was used in our experiments. In this protocol, harnessed bees,
which extend the proboscis upon antennal stimulation with
sucrose solution (unconditioned stimulus or US), learn to
associate a neutral odorant (conditioned stimulus or CS) with
the sucrose delivered to the antennae and the proboscis, and
respond afterwards with a PER to the conditioned odorant
(Bitterman et al., 1983; Giurfa and Sandoz, 2012; Matsumoto
et al., 2012). As PER conditioning was combined with localized
microinjections of GABAergic antagonists in the bee brain,
a piece of cuticle was removed from the head to expose
the brain and allow later injections. The brain was then
accessible through a window located between the compound
eyes, the antennae and the median ocellus. The piece of cuticle
was then put back in its original position to avoid brain
desiccation. Bees were fed with 5 μL of sucrose solution (50%
weight/weight) before being stored in a dark humid chamber at
room temperature for 3 h in order to allow recovery until the
experiment.
Injections
Picrotoxin (PTX 5 μM, Sigma-Aldrich France) and CGP54626
(250 μM, RnD Systems France) were used to block ionotropic
GABA (Froese et al., 2014) and metabotropic GABA (Dupuis
et al., 2010) receptors, respectively. We used the procedure
established by Devaud et al. (2007) for microinjections in the
MBs of the honey bee. Briefly, drugs were dissolved in a
phosphate buffer saline solution (PBS) which was also used as
a control. The PBS (in mM) solution consisted of: sucrose, 160;
glucose, 25; HEPES, 10;MgCl2, 4; NaCl, 130; KCl, 6; CaCl2, 5 (pH
6.7). Methylene blue (1 mM, Sigma-Aldrich France) was added
to the solutions to visualize and control the success and correct
location of injections. The volume of the injected solution was
first calibrated by injecting the solution into a drop of mineral oil
using a Malassez cell. Depending on the experiment, a volume of
0.5 nL of either PTX, CGP54626 or PBS was injected bilaterally,
between the lateral and median calyces, or in the vertical lobes
of the MBs using a pulled glass capillary (GC 100–10, Harvard
Apparatus, Les Ulis, France) connected to a pressure micro-
injector (FemtoJet express, Eppendorf, France). The injection
was performed 45 min after the first phase and 15 min before
the second phase.
Preliminary Experiments
As MB blockade by procaine impairs reversal but not differential
conditioning (Devaud et al., 2007), we reasoned that a similar
effect could be obtained after PTX and/or CGP54626 injection
if the GABAergic signaling targeted by these drugs underlies
the procaine effect. Pilot experiments (Figure 1) were therefore
designed to define the concentrations of PTX and CGP54626
necessary to target efficiently ionotropic and metabotropic
GABA receptors, respectively, while leaving intact the capacity
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FIGURE 1 | Preliminary experiments for choosing the concentration of
picrotoxin (PTX) and CGP54626 to be used in the reversal learning
experiments. Fifteen minutes before conditioning, bees were injected in the
MB calyces with either PBS or one of the two antagonists, and subject to a
classical differential conditioning with a rewarded odor A and an unrewarded
odor B (A+ vs. B−). Sample sizes are indicated in parentheses within bars.
(A) In the case of PTX, three concentrations were assayed: 1, 10 and 100 μM.
The percentage of bees exhibiting successful discrimination (i.e. responding to
odor A and not to odor B in the last conditioning trial) varied with the
concentration of PTX tested. Different capital letters above bars indicate
signiﬁcant differences. PBS-injected bees and bees injected with PTX 1 μM
learned the discrimination and reached comparable levels of discrimination (test
for comparison of multiple proportions; NS). Bees injected with PTX 100 μM did
not learn the discrimination and differed signiﬁcantly from PBS-injected bees
and from bees injected with PTX 1 μM. The concentration of PTX 10 μM
yielded intermediate results. A concentration of PTX 5 μM (red arrow between 1
and 10 μM) was thus chosen for our experiments. (B) In the case of CGP54626,
three concentrations were assayed: 50, 500 and 5000 μM. The % of bees
exhibiting successful discrimination (i.e. responding to odor A and not to odor B
in the last conditioning trial) varied with the concentration of CGP54626 tested.
Different capital letters above bars indicate signiﬁcant differences. PBS-injected
bees and bees injected with CGP54626 50 μM learned the discrimination and
reached comparable levels of discrimination (test for comparison of multiple
proportions; NS). Bees injected with CGP54626 5000 μM showed deﬁcient
discrimination learning and differed signiﬁcantly from PBS-injected bees. The
concentration of CGP54626 500 μM yielded intermediate results. Thus, a
concentration of 250 μM CGP54626 (red arrow between 50 and 500 μM) was
chosen for our experiments.
to learn a simple olfactory discrimination. Three hours after
opening a window in the head capsule (see above) and 15
min before conditioning, bees were injected in the MB calyces
with either PBS or one of the two antagonists, and subject
to a classical differential conditioning with a rewarded odor
A and an unrewarded odor B (A+ vs. B−). In the case of
PTX (Figure 1A), which blocks ionotropic GABA receptors,
three concentrations were assayed, each in an independent
group of bees: 1 μM, 10 μM or 100 μM. The higher PTX
concentration was chosen as it was shown to abolish inhibitory
GABAergic signaling when injected into the antennal lobes
(ALs) of honey bees (Stopfer et al., 1997), locusts (MacLeod
and Laurent, 1996), moths (Mwilaria et al., 2008) and fruit flies
(Wilson and Laurent, 2005) before a differential conditioning.
In all cases, control bees injected with PBS learned the
olfactory discrimination. PTX-injected bees also learned the
discrimination at a concentration of 1 μM but not at 100
μM. The concentration of 10 μM yielded intermediate results.
We thus chose the concentration of 5 μM PTX (between
1 and 10 μM) for our experiments. In the case of CGP54626
(Figure 1B), which blocks metabotropic GABA receptors, three
concentrations were assayed, each in an independent group
of bees: 50, 500 or 5000 μM. The concentration of CGP54626
500 μM is known to affect the response of bathed Kenyon
cells (KCs) in vivo upon odorant delivery (Froese et al.,
2014). In all cases, control bees injected with PBS learned
the olfactory discrimination. CGP54626-injected bees learned the
discrimination at a concentration of 50 μM but not at 5000
μM; bees injected with the concentration of 500 μM had
an intermediate discrimination. Thus, a concentration of 250
μM CGP54626 (between 50 and 500 μM) was chosen for our
experiments.
Experiments
Three types of experiments were performed (Figure 2): (1)
reversal learning (A+ vs. B− → A− vs. B+); (2) consecutive
differential learning (A+ vs. B− → C+ vs. D−); and (3) extinction
(A+ vs. B− → A− and B−). In all three experiments, each
conditioning phase consisted of five rewarded and five non-
rewarded trials presented in a pseudorandomized sequence (10
trials in total), except in the extinction protocol where all
trials were unrewarded (five with each odorant) in the second
phase. The intertrial interval (ITI) was 8 min. In all three
cases, only bees that learned the first discrimination (i.e., that
responded more to the rewarded than to the non-rewarded
odorant) were used (Roussel et al., 2010; Pamir et al., 2011),
as studying reversal learning is only meaningful in the case of
first-phase effective learners (Mota and Giurfa, 2010; de Brito
Sanchez et al., 2015). The first phase of all three experiments was
identical and consisted of an olfactory differential conditioning
with two odors, limonene ([R]-(+)-limonene 97%, Sigma-
Aldrich France) and eugenol (eugenol ≥ 99%, Sigma-Aldrich
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FIGURE 2 | Scheme describing the three types of experiments
performed: (1) reversal learning (A+ vs. B− → A− vs. B+); (2) consecutive
differential learning (A+ vs. B− → C+ vs. D−); and (3) extinction (A+ vs.
B− → A− and B−). All three types had the same common ﬁrst phase, in which
bees were trained to discriminate two odorants (CS), one (blue bars) paired ﬁve
times with sucrose delivery (black bars, US) and the other presented ﬁve times
without sucrose (orange bars). The intertrial interval (ITI) was 8 min. After the ﬁrst
phase, bees experienced a 45 min rest followed by an injection of PBS, PTX or
CGP54626. The second conditioning phase started 15 min after injection.
In the reversal learning experiment, the same odorants were presented with
a reversed contingency. In the consecutive differential-learning experiment,
odorants A and B were replaced by two novel odorants C and D. In the
extinction experiment, odorants A and B were presented again but without
sucrose reward. In all three protocols, a retention test was performed 1 h after
the end of the second phase. In this test, the two odorants used in the last
conditioning phase were presented without sucrose reinforcement.
France), one rewarded with a 50% (weight/weight) sucrose
solution (A+) and the other non-rewarded (B−). Odorants
were chosen to reproduce the conditions of Devaud et al.
(2007) and their roles as A or B were balanced. After the
first phase, bees experienced a 45 min rest followed by an
injection of PBS, PTX or CGP54626. The second conditioning
phase started 15 min after injection. In the reversal learning
experiment, the same odors were presented with a reversed
contingency, as odor A was no longer rewarded while odor B
was rewarded (phase 2: A− vs. B+) thus creating a transient
ambiguity of stimulus valence. In the experiment using two
consecutive differential learning phases, A and B were replaced
by two novel odors C (1-heptanal ≥ 99%, Sigma-Aldrich
France) and D (1-nonanol ≥ 99%, Sigma-Aldrich France) in
the second phase (phase 2: C+ vs. D−). In the extinction
experiment, odors A and B were also presented in the second
phase but without reward (phase 2: A− and B−). In all
three protocols, a retention test was performed 1 h after
the end of the second phase. In this test, the two odorants
used in the last conditioning phase were presented without
sucrose reinforcement. The inter-test interval was also 8 min.
The sequence of odorant presentations was randomized from
bee to bee.
Conditioning Procedure
We followed the standard procedures described in Matsumoto
et al. (2012). In all experiments, only bees responding with a
PER to the sucrose stimulus before conditioning and after the
retention test were used. Each conditioning trial lasted 40 s,
starting when the bee was positioned in front of the odor-delivery
system sending a clean air flow at 90–100 mL/min. Fifteen
seconds after the start of the trial, the odorant was delivered by
a computer-controlled olfactometer during 4 s by diverting the
air flow through a syringe containing a filter paper soaked with
4μL of pure odorant. To induce a PER in the case of the rewarded
odor presentations, both antennae were simultaneously touched
with a toothpick soaked with 50% sucrose solution during 3 s,
starting 3 s after the odor onset. Therefore, the inter-stimulus
interval was 3 s and the stimulus overlap was 1 s.
Statistical Analysis
All results are presented as percentages of bees exhibiting a
PER to the conditioned odorants. The data met the conditions
required to apply an ANOVA to a dichotomous dependent
variable (Lunney, 1970; D’Agostino, 1971) and thus allowed the
use of repeated-measurement ANOVA for comparisons between
and within groups. A Tukey honest significant difference (HSD)
post hoc analysis was performed after ANOVA to specify
statistical differences. The statistics reported for the first phase of
each experiment refer to the selected group of bees which learned
the discrimination and which entered the second phase. All
statistical analyses were performed using Statistica 7.1 (StatSoft
France).
Results
Experiment 1: Blocking Ionotropic, but not
Metabotropic, GABAergic Signaling into the MB
Calyces Impairs Reversal Learning
Bees were trained during a first conditioning phase to
discriminate a rewarded odorant A from a non-rewarded
odorant B (A+ vs. B−). Afterwards, they were injected with either
PBS (control group) or PTX, which blocks ionotropic GABA
receptors, and subjected to a second conditioning phase in which
odorant contingencies were reversed (A− vs. B+). Figure 3 shows
the performance of bees that effectively learned the olfactory
discrimination of the first phase (85% of trained individuals).
In the first conditioning phase, and prior to injection, both the
PBS (n = 40; Figure 3, upper panel) and the PTX group (n =
40, Figure 3, lower panel) learned the discrimination between
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FIGURE 3 | Blockade of ionotropic Gamma-AminoButyric Acid (GABA)
receptors in the calyces of the mushroom bodies impairs reversal
learning. Percentage of PER induced by odor A (solid line) and odor B (dotted
line) during the ﬁrst (A+ vs. B−) and the second phase (A− vs. B+) of a reversal
conditioning, after injections of either saline [PBS, n = 40, (A)] or picrotoxin
solution [PTX, n = 40, (B)], which blocks ionotropic GABA receptors. A
retention test without reinforcement was performed 1 h after the end of the
second phase. **p < 0.01; ***p < 0.001 (Tukey honest signiﬁcant difference,
HSD post hoc analysis on the last trial of each phase and retention test).
A+ and B− (PBS, factor odorant: F1,39 = 229.41, p = 0.0001;
PTX, factor odorant: F1,39 = 248.26, p = 0.0001; repeated-measure
ANOVA). In both groups, differentiation between A+ and B−
occurred from the second trial onwards (Tukey HSD post hoc
analysis: p = 0.0001). The interaction trial x odorant was also
significant (PBS: F4,39 = 49.73, p = 0.0001; PTX: F4,39 = 49.34,
p = 0.0001) thus showing that responses to A+ and B− followed
different trends in both groups. Importantly, a comparison
between the PBS and the PTX groups at this stage showed no
significant difference in their acquisition performances (factor
group: F2,77 = 0.69, p = 0.51) thus confirming that the learning of
the first-phase discrimination was identical between groups prior
to drug injection.
After injection, PBS-injected bees successfully learned the
discrimination of the second phase (trial x odorant interaction:
F4,39 = 29.26, p = 0.0001) and thus achieved the reversal learning
by responding more to B+ than to A− in the last trial (Tukey
HSD for the last trial: p = 0.006). One hour after the end of
the second conditioning phase, PBS-injected bees retained the
last information learned and responded significantly more to
B than to A (Figure 3, upper bar diagram: F1,39 = 9.85, p =
0.003). On the contrary, PTX-injected bees exhibited impaired
reversal learning (trial x odorant interaction: F4,39 = 9.33, p =
0.0001) as they did not respond differently to both odorants
in the last trial (Tukey HSD: p = 0.99). In the retention test
performed 1 h after the end of the second phase, these bees
were still unable to differentiate between odorants A and B
(Figure 3, lower bar diagram: F1,39 = 0.11, p = 0.74), consistently
with their incapacity to fully reverse odorant contingencies.
Thus, inhibition of ionotropic GABA receptors at the level of
the calyces via PTX impaired the capacity to achieve olfactory
reversal learning in honey bees.
An important question in the case of the PTX-injected
bees is whether olfactory reversal was indeed impaired by
PTX or was simply delayed as could suggest the apparent
decrease of responses to odorant A in the second conditioning
phase. Contrarily to PBS-injected bees, the responses to A
of the PTX group did not decrease during this phase (PBS
group: F4,39 = 12.90, p < 0.001; PTX group: F4,39 = 2.02,
p = 0.55). This shows that the decrease of responses to A
was only apparent and different from that observed in the
PBS-injected bees. The responses of PTX-injected bees in the
retention test confirmed this conclusion: this test reflects the
cumulative experience with A and B gathered up to trial 5th
and allows further measuring of conditioned responses to A
and B. Moreover, the time elapsed (1 h) between the end of
the second phase and the retention test should favor further
consolidation and reversal. However, the test performance of
the PTX group did not show any sign of successful reversal.
Response levels of the PTX group in the last trial of the second
conditioning phase and in the retention test remained identical
both for odorant A (PTX: F1,39 = 1.69, p = 0.20) and B (PTX:
F1,39 = 1.97, p = 0.17). It is thus possible to conclude that the
performance of the PTX-injected bees was not consistent with a
delayed reversal but reflected a real impairment of the reversal
process.
In a further experiment, we blocked metabotropic GABA
receptors in the calyces via CGP54626 injection performed
between the two conditioning phases. Figure 4 shows the
performance of bees that effectively learned the olfactory
discrimination of the first phase (87% of trained individuals).
In the first conditioning phase, and prior to injection, both the
PBS group (n = 40; Figure 4, upper panel) and the CGP54626
group (n = 40; Figure 4, lower panel) learned the discrimination
between A+ and B− (PBS: factor odorant: F1,39 = 222.37, p =
0.0001; CGP54626: F1,39 = 141.31, p = 0.0001). In both groups,
differentiation between A+ and B− occurred from the second
trial onwards (Tukey HSD: p = 0.0001) and the interaction
trial x odorant was significant (PBS group: F4,39 = 49.73, p =
0.0001; CGP54626: F4,39 = 36.66, p = 0.0001). Again, the two
groups showed no difference in acquisition during this first
phase (factor group: F2,77 = 0.61, p = 0.55) thus confirming
that their performances were identical prior to drug injection.
After injection, both PBS and CGP54626-injected bees successfully
learned the discrimination of the second phase (trial x odorant
interaction, PBS: F4,39 = 30.85, p = 0.0001; CGP54626: F4,39 =
21.21, p = 0.0001) and responded significantly more to B+ than
to A− in the last trial (Tukey HSD; PBS: p = 0.0004; CGP54626: p =
0.0009). One hour after the end of the second conditioning phase,
both groups of bees retained the last information learned and
responded significantly more to the odorant B than to A (PBS:
F1,39 = 14.79, p = 0.0004; CGP54626: F1,39 = 16.71, p = 0.0002).
Furthermore, the curves of responses to A and B in the second
conditioning phase did not differ between the PBS group and
the CGP54626 group (odorant A: F1,39 = 0.57, p = 0.45; odorant
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FIGURE 4 | Blockade of metabotropic GABA receptors in the calyces
of the mushroom bodies does not affect reversal learning. Percentage
of PER induced by odor A (solid line) and odor B (dotted line) during the ﬁrst
(A+ vs. B−) and the second phase (A− vs. B+) of a reversal conditioning, after
injections of either saline [PBS, n = 40, (A)] or CGP54626 [CGP, n = 40, (B)],
which blocks metabotropic GABA receptors. ***p < 0.001 (Tukey HSD post
hoc analysis on the last trial of each phase and retention test).
B: F1,39 = 0.04, p = 0.84). Thus, inhibition of metabotropic
GABA receptors at the level of the calyces via CGP54626 did not
affect the capacity to achieve olfactory reversal learning in honey
bees.
Overall, these results suggest that successful olfactory reversal
learning in honey bees requires GABAergic signaling through
ionotropic but not metabotropic GABA receptors located in the
calyces of the MBs.
Experiment 2: Blocking Ionotropic GABAergic
Signaling into the MB Calyces does not Impair
the Acquisition of Two Consecutive Differential
Discriminations
We next determined if the impairment of reversal learning
induced by PTX was specific to this task, and thus to the
ambiguity of stimulus valence created by the reversal of
stimulus contingencies in the second conditioning phase, or
could also occur in the case of two consecutive elemental
discriminations with no ambiguity of stimulus valence. To
this end, bees were trained during a first conditioning phase
to discriminate a rewarded odorant A from a non-rewarded
odorant B (A+ vs. B−), afterwards they were injected into
the MB calyces with either PBS or PTX, and then they
were subjected to a second conditioning phase with two
different odorants C and D, one rewarded and the other
non-rewarded (C+ vs. D−). Finally, the retention test was
performed as previously. CGP54626 was not used in this
experiment given its failure to block reversal learning (see
‘‘Experiment 1: Blocking ionotropic, but not metabotropic,
GABAergic signaling into the MB calyces impairs reversal
learning’’ Section).
Figure 5 shows the performance of bees that effectively
learned the olfactory discrimination of the first phase (87% of
trained individuals). In the first conditioning phase, and prior
to injection, both the PBS (n = 42; Figure 5, upper panel)
and the PTX group (n = 42; Figure 5, lower panel) learned to
discriminate A+ from B− (repeated-measure ANOVA, factor
odorant, PBS: F1,41 = 265.31, p = 0.0001; PTX: F1,41 = 502.32,
p = 0.0001). In both groups, differentiation between A+ and
B− occurred from the second trial onwards (Tukey HSD: p =
0.0001) and the interaction trial x odorant was significant (PBS:
F4,41 = 54.53, p = 0.0001; PTX: F4,41 = 79.19, p = 0.0001), thus
showing that responses to A+ and B− followed different trends
in both groups. As in the previous experiment, the PBS and
the PTX groups did not differ at this stage (F2,81 = 1.09, p =
0.34), thus confirming that the first discrimination learning was
identical between groups prior to drug injection. After injection,
both groups successfully learned the discrimination C+ D− of
the second phase (trial x odorant interaction, PBS: F4,41 = 33.64,
p = 0.0001; PTX: F4,41 = 38.43, p = 0.0001) in a similar way, and
responded significantly more to C+ than to D− in the last trial
(Tukey HSD: p = 0.0001 in both cases). One hour after the end
of the second conditioning phase, both groups of bees retained
the last information learned and responded significantly more to
the odorant C than to D (PBS: F1,41 = 174.25, p = 0.0001; PTX:
F1,41 = 246.00, p = 0.0001). Thus, despite its significant effect
on reversal learning, GABAergic inhibition by PTX injection
at the level of the calyces did not affect the ability to learn
two consecutive elemental discriminations with no ambiguity of
stimulus valence.
Experiment 3: Impairment of Olfactory Reversal
Learning Through PTX Injection into the Calyces
is Neither Due to Impaired Retrieval nor to
Impaired Extinction
Two possible indirect effects could explain the impairment of
reversal learning in PTX-injected bees as observed in Figure 3.
First, the injection of PTX could have impaired retrieval and
thus resulted in a reduction of the initial level of responses to
A between the end of the first phase and the first trial of the
second phase. In this case, a further decrease resulting from
reversal might no longer be observed along the second phase.
This possibility can be discarded as the decrease in responses
to the odorant A in the first trial of the second phase, as
compared to the last trial of the first phase, was similar in
both groups (PTX: 58% PER, PBS: 63% PER; F1,39 = 0.05, p =
0.82), and nevertheless allowed successful reversal in the PBS
group. Thus, PTX did not impair specifically odorant retrieval.
Second, the injection of PTX might have impaired extinction
learning. Indeed, reversal learning requires that the response
to the formerly non-rewarded stimulus B increases while the
response to the previously rewarded stimulus A extinguishes.
As PTX-injected bees did not diminish their responses to A
when no longer rewarded, the impairment might be explained by
a failure of extinction learning of A when no longer rewarded
(Figure 3: 2nd phase). We thus tested whether extinction was
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FIGURE 5 | Blockade of ionotropic GABA receptors in the calyces of
the mushroom bodies does not affect learning of two consecutive
differential discriminations. Percentage of PER induced by odors A and C
(solid lines) and odors B and D (dotted lines) during the ﬁrst (A+ vs. B−) and
the second conditioning phase (C+ vs. D−), after injections of either saline
[PBS, n = 42, (A)] or picrotoxin solution [PTX, n = 42, (B)], which blocks
ionotropic GABA receptors. ***p < 0.001 (Tukey HSD post hoc analysis on the
last trial of each phase and retention test).
impaired in these animals by repeatedly presenting odorants A
and B without sucrose during the second conditioning phase (A−
and B−).
Figure 6 shows the performance of bees that effectively
learned the olfactory discrimination A+ vs. B− of the first
phase (89% of trained individuals). As expected, in this
first phase, and prior to injection, both the PBS (n = 40;
Figure 6, upper panel) and the PTX group (n = 40; Figure 6,
lower panel) learned to discriminate A+ from B− (repeated-
measure ANOVA, factor odorant, PBS: F1,39 = 276.83, p =
0.0001; PTX: F1,39 = 418.76, p = 0.0001). In both groups,
differentiation between A+ and B− occurred from the second
trial onwards (Tukey HSD: p = 0.0001) and the interaction
trial x odorant was significant (PBS: F4,39 = 38.09, p = 0.0001;
PTX: F4,39 = 50.68, p = 0.0001). Again, the PBS and the
PTX groups did not differ at this stage (factor group: F2,77 =
0.39, p = 0.68), thus confirming that the first discrimination
learning was identical between groups prior to drug
injection.
After injection, and during the second phase (extinction
phase, A− B−), both groups showed a significant decrease in
their response to the non-rewarded odorant A (PBS: F4,39 =
9.64, p = 0.0001; PTX: F4,39 = 6.48, p = 0.0001). In both cases,
extinction was almost complete at the end of the second phase, as
the responses in the 5th trial did not differ from 0 (t-test: t1,39 =
1.43, p = 0.16). The decrease of the responses to A was statistically
equivalent in the two groups (group effect: F1,39 = 0.51, p = 0.48;
group x trial interaction: F4,39 = 1.46, p = 0.21), thus showing
that extinction was preserved in the PTX-injected bees and was
FIGURE 6 | Blockade of ionotropic GABA receptors in the calyces of
the mushroom bodies does not affect extinction learning. Percentage
of proboscis extension response (PER) induced by odor A (solid line) and
odor B (dotted line) during the ﬁrst conditioning phase (A+ vs. B−) and the
second extinction phase (A− and B−), after injections of either saline
[PBS, n = 40, (A)] or picrotoxin solution [PTX, n = 40, (B)], which blocks
ionotropic GABA receptors. The levels of signiﬁcance shown for the extinction
phase correspond to the decrease of responses to odor A along trials;
repeated-measure ANOVA. ***p < 0.001 (Tukey HSD post hoc analysis on
the last trial of each phase and retention test).
comparable to that of PBS-injected bees. As expected, responses
to B− remained at the low level already reached at the end of the
first phase and did not vary along the second phase (F4,39 = 1.00,
p = 0.41 for both groups). Due to this, bees of both groups did not
respond differently to A and B in the retention test performed 1
h after the end of conditioning (F1,39 = 2.05, p = 0.16 for both
groups).
Taken together, these results indicate that olfactory memory
retrieval (accessible through the first trial of the second phase)
as well as extinction learning (accessible through the variation
of responses to A in the second phase) were unaffected by PTX
injection into the calyces of the MBs. Therefore, impairment of
reversal learning was not due to the impossibility to learn changes
in reinforcement outcome. Rather, PTX blockade seems to affect
specifically the processes necessary to achieve reversal of stimulus
valence.
Experiment 4: Blocking Ionotropic GABAergic
Signaling into the MB Lobes Impairs Neither
Reversal Learning nor Two Consecutive
Differential Discriminations
In the honey bee brain, two GABAergic subpopulations of
neurons provide inhibitory feedback to the MBs (Bicker et al.,
1985; Rybak and Menzel, 1993; Grünewald, 1999a; Ganeshina
and Menzel, 2001): A3v neurons arborize in the vertical lobe
and project to the calyces, mainly to the basal ring and the
lip (Bicker et al., 1985; Rybak and Menzel, 1993), while A3d
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neurons arborize mainly in the medial lobe and project to
the vertical lobe (Bicker et al., 1985). While our previous
experiments targeted GABAergic signaling into the calyces,
and thus most probably A3v neuron signaling, it remained to
determine whether the potential GABAergic contribution of A3d
neurons was equally important for reversal learning. To study
the possible implication of these neurons (i.e., of GABAergic
signaling into the vertical lobes) in olfactory reversal learning, we
coupled reversal conditioning with an injection of either PBS or
PTX into theMB vertical lobes. The injectionwas performed as in
the previous experiments, between the two conditioning phases.
Figure 7 shows the performance of bees that effectively
learned the olfactory discrimination A+ vs. B− of the first phase
(86% of trained individuals). In this first phase, and prior to
injection, both the PBS (n = 40; Figure 7, upper panel) and the
PTX group (n = 40; Figure 7, lower panel) learned to discriminate
A+ from B− (repeated-measure ANOVA, factor odorant, PBS:
F1,39 = 146.75, p = 0.0001; PTX: F1,39 = 180.91, p = 0.0001).
In both groups, differentiation between A+ and B− occurred
from the second trial onwards (Tukey HSD: p = 0.0001) and the
interaction trial x odorant was significant (PBS: F4,39 = 38.63,
p = 0.0001; PTX: F4,39 = 46.49, p = 0.0001), thus showing that
responses to A+ and B− followed different trends in both groups.
As in the previous experiment, the PBS and the PTX groups did
not differ at this stage (F2,77 = 0.82, p = 0.44), thus confirming that
the first discrimination learning was identical between groups
prior to drug injection. After injection, both the PBS and the
PTX groups successfully learned the discrimination A− vs. B+
FIGURE 7 | Blockade of ionotropic GABA receptors in the lobes of the
mushroom bodies does not impair reversal learning. Percentage of PER
induced by odor A (solid line) and odor B (dotted line) during the ﬁrst (A+ vs.
B−) and the second phase (A− vs. B+) of reversal conditioning, after injection
of either saline [PBS, n = 40, (A)] or picrotoxin solution [PTX, n = 40, (B)],
which blocks ionotropic GABA receptors. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
(Tukey HSD post hoc analysis on the last trial of each phase and retention
test).
of the second phase (trial x odorant interaction, PBS: F4,39 =
12.64, p = 0.0001; PTX: F4,39 = 12.55, p = 0.0001) and responded
significantly more to B+ than to A− in the last trial (Tukey HSD:
p = 0.02 in both cases). Both groups exhibited similar learning
patterns during the second phase (repeated-measure ANOVA,
factor group: F2,77 = 0.17, p = 0.84). One hour after the end of
the second conditioning phase, both groups of bees retained the
last information learned and responded significantly more to the
odorant A than to B (F1,39 = 11.32, p = 0.002 for both groups).
Thus, inhibition of GABAergic signaling into the vertical lobe
did not affect the ability to master reversal learning. In other
words, since ionotropic GABA receptors are necessary to achieve
this task in the calyces but not in the lobes, this suggests that A3d
neurons are dispensable for reversal learning, contrary to A3v
neurons. If this conclusion is valid, then ionotropic GABAergic
feedback to the lobes viaA3d neuronsmay also be dispensable for
successive conditioning of two simple olfactory discriminations.
To test this hypothesis, we coupled the successive conditioning of
two simple discriminations (A+ B− → C+ D−) with an injection
of either PBS or PTX into the MB vertical lobes. The injection
was performed as before, between the two conditioning phases.
Figure 8 shows the performance of bees that effectively
learned the olfactory discrimination A+ vs. B− of the first phase
(92% of trained individuals). In this first phase, and prior to
injection, both the PBS (n = 40; Figure 8, upper panel) and the
PTX group (n = 40; Figure 8, lower panel) learned to discriminate
A+ from B− (repeated-measure ANOVA, factor odorant, PBS:
F1,39 = 227.01, p = 0.0001; PTX: F1,39 = 89.49, p = 0.0001).
In both groups, differentiation between A+ and B− occurred
from the second trial onwards (Tukey HSD: p = 0.0001) and the
interaction trial x odorant was significant (PBS: F4,39 = 38.56,
p = 0.0001; PTX: F4,39 = 33.58, p = 0.0001), thus showing that
responses to A+ and B− followed different trends in both groups.
As in the previous experiment, the PBS and the PTX groups did
not differ at this stage (factor group: F2,77 = 1.06, p = 0.35), thus
confirming that the first discrimination learning was identical
between groups prior to drug injection.
After injection, both the PBS and the PTX groups successfully
learned the discrimination C+ D− of the second phase (trial x
odorant interaction, PBS: F4,39 = 3.05, p = 0.002; PTX: F4,39 =
5.05, p = 0.0005) and responded significantly more to C+ than to
D− in the last trial (Tukey HSD: p = 0.0001 in both cases). Both
groups exhibited similar learning patterns during the second
phase (repeated-measure ANOVA, factor group: F2,77 = 0.04, p =
0.96). One hour after the end of the second conditioning phase,
both groups of bees retained the last information learned and
responded significantly more to the odorant C than to D (PBS:
F1,39 = 11.32, p = 0.0001; PTX: F1,39 = 13.21, p = 0.0001).
The last two experiments exhibit lower response rates
during the second conditioning phase when compared to the
corresponding experiments in which PBS and PTX were injected
into the calyces (compare Figures 3, 7 for reversal learning,
and Figures 5, 8 for consecutive differential conditioning).
This effect was common to the PBS and the PTX groups,
which in all cases showed similar performances in the second
conditioning phase (see Figures 7, 8) and could be due to
a damage done to the lobes by the injection needle, leading
Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org 8 July 2015 | Volume 9 | Article 198
Boitard et al. Reversal learning in honey bees
FIGURE 8 | Blockade of ionotropic GABA receptors in the lobes of the
mushroom bodies does not affect learning of two consecutive
differential discriminations. Percentage of PER induced by odors A and C
(solid lines) and odors B and D (dotted lines) during the ﬁrst (A+ vs. B−) and
the second conditioning phase (C+ vs. D−), after injections of either saline
[PBS, n = 42, (A)] or picrotoxin solution [PTX, n = 42, (B)], which blocks
ionotropic GABA receptors. ***p < 0.001 (Tukey HSD post hoc analysis on the
last trial of each phase and retention test).
to a possible impairment of retrieval processes localized in
part in the lobes (Lozano et al., 2001) and/or of signaling
from the lobes to the premotor areas (e.g., lateral horn) which
control PER.
Discussion
We studied the involvement of the MBs, higher-order structures
of the insect brain, in reversal learning, a form of learning
that requires overcoming the temporary ambiguity of stimulus
valence that underlies the transition between two conditioning
phases with opposed stimulus valences. MBs were previously
shown to be necessary for solving this task in honey bees
as pharmacological blockade of voltage-gated Na+ and K+
currents by means of local injections of the anesthetic procaine
impaired reversal learning but not the capacity to solve
two consecutive simple olfactory discriminations with no
ambiguity of stimulus valence (Devaud et al., 2007). Here we
confirmed the necessity of MBs for reversal learning and further
uncovered the mechanism and potential circuits underlying
this effect. We show that inhibition of ionotropic but not
metabotropic GABAergic signaling into the MB calyces impairs
reversal learning, yet leaves intact the capacity to perform
two consecutive elemental olfactory discriminations without
ambiguity of stimulus valence. On the contrary, inhibition of
ionotropic GABAergic signaling into the MB lobes had no effect
on reversal learning. Our results thus suggest that A3v neurons
providing ionotropic GABAergic feedback to the MB calyces,
but not to the lobes themselves, seem to be specifically required
for counteracting ambiguity of stimulus valence in reversal
learning.
The importance of GABAergic signaling has been
demonstrated in studies of appetitive and aversive conditioning
in bees (Raccuglia and Mueller, 2013) and fruit flies (Liu et al.,
2007; Liu and Davis, 2009), respectively. Using simple associative
conditioning protocols, it was shown that enhancement of
GABAergic signaling impairs olfactory memory in these insects.
In fruit flies, for instance, overexpression of the main GABAA
receptor gene resistance to dieldrin (Rdl) in the anterior paired
lateral (APL) neurons, which provide GABAergic input to the
MBS, impairs olfactory associative memory acquisition, but not
stability. On the contrary, Rdl knockdown in the same neurons
enhances memory acquisition but not memory stability (Liu
et al., 2007). Rdl overexpression abolishes the normal calcium
responses of the MBs to odors while Rdl knockdown increases
these responses. Thus, Rdl seems to negatively modulate
olfactory associative learning, possibly by gating the input of
olfactory information into the MBs (Liu et al., 2007). In honey
bees, delivery of the GABAergic agonist muscimol 20 min
before conditioning as well as photolytic uncaging of GABA
during appetitive olfactory PER conditioning impairs appetitive
memory formation (Raccuglia and Mueller, 2013). Photolytic
uncaging, which allows for a more precise temporal control
of GABA action in the nervous system, showed that the MBs
of the honey bee are GABA-sensitive during a specific time
period of CS–US pairing during which GABA release impairs
associative memory formation (Raccuglia and Mueller, 2013).
Interestingly, upon 3-trial PER conditioning, injection of the
agonist muscimol 20 in before conditioning did neither affect
learning nor 2-h retention but impaired 24-h retention. In our
case, the complementary strategy of injecting GABA-receptor
antagonists 15 min before a multiple-trial conditioning did
also preserve learning (see Figure 1) but, in the case of PTX, it
impaired specifically reversal learning when injected into the
calyces. Due to differences in protocols (number of trials, reversal
learning in our work vs. single-phase, absolute conditioning
in Raccuglia and Mueller, 2013), and in procedures, which
either enhanced (Raccuglia and Mueller, 2013) or diminished
GABAergic signaling (our work), a direct comparison between
our results and previous works is difficult. Yet, both have in
common that ionotropic GABA signaling plays an important
role in olfactory learning and memory.
GABA Neurotransmission in the Mushroom
Bodies of the Honey Bee
We used PTX (Sattelle et al., 1991; Buckingham et al., 2005)
and CGP54626 (Blankenburg et al., 2015) to target ionotropic
andmetabotropic GABA receptors, respectively. Both drugs have
been shown to block GABAergic neurotransmission in honey
bees and affect olfactory processing (PTX: Sachse and Galizia,
2002; Barbara et al., 2005; Boumghar et al., 2012; Froese et al.,
2014; CGP54626: Dupuis et al., 2010; Froese et al., 2014).
GABA is the main inhibitory neurotransmitter in insects
(Hosie et al., 1997) and is largely distributed in the central
nervous system (e.g., honey bee: Bicker, 1999; Drosophila: Enell
et al., 2007; locust: Leitch and Laurent, 1996). The precise
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function of GABAergic receptors and neurotransmission has
been extensively studied, with GABA-immunoreactivity being
mainly localized in the optic lobes (Schäfer and Bicker, 1986;
Kiya and Kubo, 2010), local interneurons of the AL and extrinsic
FNs innervating the MBs (Bicker et al., 1985; Ganeshina and
Menzel, 2001; Okada et al., 2007). However, the specific type
of GABA receptor mediating GABAergic signaling in the MBs
remains unknown. Our results indicate that ionotropic GABA
receptors are necessary for reversal learning, while metabotropic
GABA receptors are dispensable. Moreover the fact that PTX
injections into the calyces, but not into the lobes, impaired
reversal learning, not only serves as a powerful control for a
targeted localization of the drug applied but also allows referring
this result to a specific subset of FNs. Indeed, no feed-forward
(i.e., external and afferent) GABAergic signaling to the calyces
has been described, and GABAergic feedback in the MBs of the
honey bee brain is provided by two tracts of FNs, the A3v cluster
of the protocerebro-calycal tract (PCT), which connects vertical
and medial lobes with the calyces (Rybak and Menzel, 1993), and
the A3d cluster, which provides local feedback from the medial
and vertical lobes to the vertical lobe, probably acting on MB
extrinsic neurons projecting to premotor neurons (Okada et al.,
2007). Our results suggest that from these two tracts, only the
A3v cluster is necessary for achieving reversal olfactory learning
through ionotropic GABA receptors.
GABAergic Feedback Neurons as a Modulatory
Circuit Facilitating Reversal Learning in Insects
Olfactory information is conveyed to the MBs via projection
neurons (PNs), which contact KC, the constitutive MB neurons
(Kirschner et al., 2006). Kenyon cells also receive value signals
from ventral unpaired medial maxillar one neuron (VUMmx1),
the neuron encoding sucrose reward in the bee brain (Hammer,
1993), so that they are subject to experience-dependent plasticity
as shown by changes in their connectivity following long-
term olfactory memory formation (Hourcade et al., 2010). A3v
neurons feedback onto the calyces and could thus inhibit the
input to KCs; this inhibition may be crucial to decrease their
responses to odorants subject to a change in valence as in the
transition between phases inherent to reversal learning.
This hypothesis is supported by findings in the fruit fly
Drosophila melanogaster where the APL neurons are GABAergic
and resemble the A3v cluster (Liu and Davis, 2009). Functional
disruption of the APL-to-MB signaling using neurogenetic
tools impairs visual reversal learning by impeding the specific
suppression of the initial memory (Ren et al., 2012). A similar
conclusion was reported for olfactory reversal learning in fruit
flies (Wu et al., 2012) but this work did not verify whether
second-phase olfactory acquisition was possible upon APL
inhibition. Using a simple olfactory discrimination instead of
reversal learning, Lin et al. (2014) showed that olfactory sparse
coding in the MBs is due to the inhibitory feedback of APL
neurons. Kenyon cells activate APL neurons and they inhibit
in turn KCs. Disrupting the Kenyon cell-APL feedback loop
decreases the sparseness of KCs odor responses, increases inter-
odor correlations and prevents flies from learning to discriminate
similar, but not dissimilar, odors. Thus, GABAergic feedback
inhibition to the calyces suppresses KCs activity to maintain
sparse, decorrelated odor coding and thus the odor specificity of
memories (Lin et al., 2014). While this mechanism may support
the learning of each olfactory discrimination and thus solving
each of the two consecutive phases of reversal learning, it may
be particularly enhanced in the case of ambiguity of stimulus
valence upon phase transition. As PCT FNs exhibit experience-
dependent plasticity (Haehnel and Menzel, 2010), A3v neurons
may enhance their inhibition to the learned stimuli in order to
favor the reversal of stimulus valence.
Note that neither retrieval nor extinction were impaired by
PTX injection so that ionotropic GABAergic inhibition affected
a different computational process related to the capacity of
inverting stimulus value. When a subject experiences a reversed
CS-US contingency, a dual process occurs: a new excitatory
learning of the formerly non-reinforced stimulus and a new
inhibitory learning of the original CS-US association. In our
experiments, PTX-injection into the calyces impaired inhibitory
learning of the previous A-US association but not the excitatory
learning of the new B-US association, which occurred in a similar
way as in the PBS-injected group (see Figure 3). Concluding that
extinction learning is the process specifically targeted by PTX,
independently of excitatory learning, is, however, incautious as
shown by the extinction experiment (A+ vs. B− → A− and
B−) in which extinction was preserved and similar both in
the PTX- and the PBS-injected bees (see Figure 6). In this
case, the level of ambiguity of stimulus outcome was only
partial as a change in stimulus valence occurred for A but
not for B. It thus seems more appropriate to suggest that
inhibition of GABAergic ionotopic receptors affected the reversal
process in a situation of full reversal (i.e., of full ambiguity of
stimulus outcome). This hypothesis implies that the excitatory
and inhibitory learning involved in the reversal phase might not
be fully independent.
All in all, these results suggest that the inhibitory regulation
of KCs activity by GABAergic FNs constitutes a generalized
mechanism and has a major role in the resolution of conflicting
contingencies, thus supporting the resolution of ambiguous
tasks.
GABAergic Feedback Neurons and MBs are
Necessary for Solving Ambiguous Learning
Tasks, but are Dispensable for Elementary
Discriminations
Previous work using procaine-blockade of MBs Na+ and K+
channels showed that beeMBs are necessary for olfactory reversal
learning but are dispensable for learning two consecutive simple
olfactory discriminations (Devaud et al., 2007). Our experiments
replicated these findings and identified the GABAergic A3v
neurons of the MBs as a likely substrate of this effect. Both
works thus coincide in the demonstration that MBs, which are
definitely a site for storage and retrieval of elemental olfactory
memories (Menzel, 1999; Menzel et al., 2001), may be replaced
by other structures for acquiring simple forms of learning. A
similar conclusion was reached in other studies (Malun et al.,
2002; Komischke et al., 2005) that showed that simple olfactory
discriminations were possible despite partial MBs ablation by
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larval treatment with hydroxyurea. Taken together, these results
reveal a principle of redundancy in memory formation in the
honey bee brain and point out that structures such as the ALs
may be alternate sites for the storage and eventual retrieval of
olfactory memories induced by simple learning tasks. Indeed,
calcium imaging experiments have shown short-term changes
in neural activity for a rewarded odorant following learning
of a simple olfactory discrimination (Faber et al., 1999). The
long-term, simple absolute conditioning with a single odorant
paired with sugar also induces structural changes in ALs
(Hourcade et al., 2009). Such redundancy is a main difference
between bees and flies, as in Drosophila functional MBs have
been repeatedly shown to be necessary for olfactory learning
and memory, even of simple discrimination tasks (Heisenberg,
2003; Gerber et al., 2004; Krashes et al., 2007; Wang et al.,
2008).
Reversal learning exhibits only a transient ambiguity of
stimulus outcome that occurs at the transition between the two
consecutive conditioning phases. Other learning tasks presenting
ambiguity of stimulus outcome to a larger extent may also
require MB integrity, and more specifically GABAergic feedback
signaling from the lobes to the calyces (Giurfa, 2003, 2007).
For instance, the unique capacity of honey bees to solve
ambiguous patterning discriminations (e.g., positive patterning:
A−, B− vs. AB+; negative patterning: A+, B+ vs. AB−; Deisig
et al., 2001, 2002, 2003) where each stimulus is as often
rewarded as non-rewarded, may rely on MBs and GABAergic
FN signaling. From this perspective, MBs might be necessary
during the acquisition of ‘‘complex’’ tasks, i.e., those requiring
the resolution of contradictory CS-US associations. Further
experiments combining conditioning protocols such as the
negative/positive patterning and MB/feedback-neuron blockade
will provide insight into this hypothesis.
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In a feature-negative discrimination (FN), subjects learn to discriminate
a reinforced stimulus A+ from a non-reinforced binary compound AB- inclu-
ding A and a diﬀerent stimulus B termed feature (A+ vs. AB−). Stimulus B is
unambiguous but stimulus A is ambiguous as it is as often reinforced as non-
reinforced. FN has received much attention in learning studies as elemental,
conﬁgural and occasion-setting theories have been proposed to account for its
acquisition. Here we studied the neural bases of FN discrimination in honey
bees, using appetitive and aversive olfactory conditioning. We asked if FN de-
pends on the mushroom bodies, higher-order structures of the bee brain, and
more speciﬁcally on GABAergic feedback signaling in these structures. Our
results show that bees learn and memorize a FN discrimination in the olfac-
tory domain and that comparable performances are found using an appetitive
or an aversive reinforcement. Moreover, FN learning depends on GABAergic
feedback signaling at the calyces, the input region of the mushroom bodies, as
blockade of GABAergic signaling at this level impedes FN discrimination but
leaves intact the capacity to solve an elemental olfactory discrimination lacking
stimulus ambiguity (A+ vs. BC−). The diﬀerential requirement of GABAer-
gic neurotransmission for FN compared to a purely elemental discrimination
indicates that FN is not acquired following elemental rules. Taken together,
these results highlight the fundamental role of mushroom bodies for higher-




In the ﬁeld of discrimination learning, the so-called feature-positive (FP)
and feature-negative (FN) discriminations have attracted the attention of scho-
lars of diﬀerent disciplines such as experimental psychology and neurosciences.
In both cases, a subject has to learn a discrimination between a reinforced and
non-reinforced event, diﬀering only by a feature. For instance, in FP, which
was ﬁrst described by Sainsbury and Jenkins in their experiments on pigeon
learning [1, 2], the subject needs to learn the discrimination between a non-
reinforced stimulus A and a reinforced binary compound including A and an
additional stimulus B, which is thus the feature (i.e. A− vs. AB+). In FN,
which is usually viewed as the opposite of FP [3], the reversed problem is
presented, i.e. a discrimination between a reinforced single stimulus A and
a non-reinforced binary compound AB (i.e. A+ vs. AB−) [1]. The question
of what animals learn in these discriminations admits various answers, with
diﬀerent perceptual and cognitive implications. Elemental and non-elemental
accounts of FP and FN have been proposed, which diﬀer in the nature of asso-
ciations established upon learning. An elemental account positing that animals
learn the discrimination in terms of the association established between each
stimulus element and its associated reinforcement (or absence of it) [4], main-
tains that focus on B brings an elemental solution to the problem. As stimulus
236
A has an ambiguous valence, being as often reinforced and non-reinforced, B
alone suﬃces to respond appropriately. In FP, B acts as a conditioned excitor
being always reinforced while in FN, B acts as a conditioned inhibitor being al-
ways non-reinforced. Non-elemental views may either adopt a conﬁgural or an
occasion-setting explanation. For the former (Pearce 1987 ; Pearce 1994), the
compound AB constitutes a unique conﬁguration (X) that is only partially or
totally unrelated to its elements. Discrimination becomes then straightforward
as it opposes A to X. For the latter, B acts as an occasion setter signaling that
a conditioned stimulus A will be or not reinforced without entering itself in
direct association with reinforcement [5]. Several works using diﬀerent species
such as pigeons, rats, cats, monkeys and humans, among others, have repor-
ted that FN is usually more diﬃcult than FP [1, 6–11]. Here we focused on
FN to study its neural bases in honey bees. Honey bees are a well-established
model for the study of learning and memory [12,13]. Extensive studies on dis-
crimination learning have been performed in the laboratory using Pavlovian
appetitive and aversive conditioning protocols, which rely on the proboscis
extension response (PER) and the sting extension response (SER), respecti-
vely. In the olfactory appetitive PER conditioning, a hungry bee learns to
associate an odorant (the conditioned stimulus or CS) with a drop of sucrose
solution delivered to the antennae and the proboscis (the unconditioned sti-
mulus or US) ; the bee having learned this association extends afterwards the
proboscis to the odorant anticipating the food reward [14,15]. In the olfactory
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aversive SER conditioning, a bee learns the association between an odorant
(the CS) and a mild electric shock (the US) so that it extends afterwards the
sting upon odorant presentation [16–18]. In the bee, mushroom bodies (MBs)
are higher-order brain structures associated with memory storage and retrie-
val [12,15,19]. They are also crucial for achieving diﬀerent forms of ambiguous
discriminations such as reversal learning or patterning discriminations [20,21].
Pharmacological blocking of these brain structures abolishes the capacity to
master non-elemental forms of olfactory learning but leaves intact the capa-
city to achieve elemental olfactory discriminations. We thus reasoned that FN
could also depend on mushroom body integrity if processed by the bees as a
non-elemental (e.g. conﬁgural) discrimination. On the contrary, FN would be
possible despite mushroom body blockade if treated as a purely elemental dis-
crimination. Here we focused on recurrent inhibitory feedback circuits in the
mushroom bodies of the honey bee [22–25] as a possible mechanism to inhibit
responses to ambiguous olfactory signals. Two main GABAergic circuits pro-
vided by A3v and A3d neurons innervate the output region of the mushroom
bodies (the lobes) and feedback either onto the input region, the calyces (A3v
neurons), or onto the lobes themselves (A3d neurons). We reasoned that these
circuits might be crucial to inhibit responses in ambiguous olfactory discri-
minations. We thus blocked GABAergic signaling in the MBs during FN by
locally injecting an antagonist of ionotropic GABA receptors, into the calyces
or the lobes. We took advantage of the protocols of appetitive PER and aver-
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sive SER conditioning and asked if honey bees master a FN discrimination in
the olfactory domain, and if the nature of the reinforcement used, appetitive
or aversive, has an impact on the strategy used by the animals to solve the
FN problem. Moreover, we determined if this discrimination learning depends
on mushroom body integrity, and more speciﬁcally, on GABAergic feedback
signaling in the mushroom bodies.
Results
Appetitive olfactory PER conditioning : GABAergic si-
gnaling in the calyces is required for feature-negative (A+
vs. AB+−) discrimination
In a ﬁrst experiment, we used the appetitive PER protocol and conditioned
bees previously injected in the calyces of the mushroom bodies with a control
solution of PBS (n = 55) or with the GABA-receptor antagonist Picrotoxin
(PTX ; n = 55). Both groups were subject to a FN discrimination using two
odorants, limonene and eugenol. Bees were thus trained to discriminate A+
from AB−, with limonene and eugenol being balanced in terms of their role as A
or B, during 16 trials (8 A+ and 8 AB− trials) spaced by 8 min. Reinforced and
non-reinforced trials were interspersed following a pseudo-random sequence. A
retention test in which A and AB were delivered without sucrose reinforcement
was performed 1 h after the end of conditioning. PBS-injected bees learned to
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discriminate the single reinforced odorant A+ from the non-reinforced com-
pound AB− (ANOVA for repeated measurements ; factor odor : F1,54 = 3.96,
P = 0.05 ; interaction odor x trials : F8,54 = 7.61, P < 0.001) and were thus
able to solve the FN discrimination (Fig. 1A). Discrimination was highly signi-
ﬁcant in the last conditioning trial (Tukey test : P < 0.001), thus showing that
at the end of training bees learned to diﬀerentiate the reinforced odorant from
the non-reinforced compound. One hour later, PBS-injected bees exhibited a
low but signiﬁcant tendency to remember the discrimination learned and re-
sponded more to the reinforced odorant than to the non-reinforced compound
(F1,54 = 5.93, P < 0.05). On the contrary, PTX-injected bees (Fig. 1B) were
unable to learn the discrimination (factor odor : F1,54 = 0.28, P > 0.05 ; inter-
action odor x trials : F(8, 54) = 1.52, P > 0.05) and exhibited in consequence
no signiﬁcant retention (F(1, 54) = 2.87, P > 0.05). In control experiments (n
= 52, not shown), we increased the number of trials from 16 to 20 to determine
if PTX injection would simply delay (instead of impeding) the solving of the
FN discrimination but the results obtained were identical to those shown in
Figs 1A,B. Our results thus show that the injection procedure itself did not
impair signiﬁcantly the capacity to master a FN discrimination, as shown by
the performance of PBS bees in the appetitive olfactory protocol, and that
inhibition of ionotropic GABA receptors at the level of the calyces via PTX
suppresses the capacity to achieve a FN discrimination.
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Appetitive olfactory PER conditioning : GABAergic si-
gnaling in the calyces is not required for an elemental A+
vs. BC− discrimination
In a second experiment we asked if mushroom bodies, and more speciﬁc
GABAergic feedback signaling to the calyces, are also required for an olfactory
discrimination reproducing the single odorant vs. binary compound opposition
of the FN but excluding any ambiguity at the level of the single odorants.
To this end, bees were trained to discriminate a rewarded odorant A+ from
a non-rewarded compound BC−, introducing therefore a third odorant, 1-
nonanol, besides limonene and eugenol. In this way, the discrimination problem
becomes purely elemental, as each odorant is unambiguously associated with
the presence or absence of sucrose reward (A+, B−, C−). One hour after the
end of conditioning, the retention test was performed as before. Figures 1C,D
show that both PBS- (n = 43) and PTX-injected bees (n = 43) learned the
discrimination and responded signiﬁcantly more to the rewarded odorant A
than to the non-rewarded compound BC at the end of conditioning (factor
odor ; PBS group : F(1, 42) = 69.79, P < 0.001 ; PTX group : F(1, 42) = 50.74,
P < 0.001 ; interaction odor x trials ; PBS group : F(8, 42) = 22.51, P < 0.001 ;
PTX group : F(8, 42) = 17.56, P < 0.001). Both groups reached a signiﬁcant
discrimination in the last conditioning trial (Tukey test, P < 0.001 in both
cases) and exhibited signiﬁcant retention one hour after conditioning (PBS
group : F(1, 42) = 40.09, P < 0.001 ; PTX group : F(1, 42) = 36.52, P < 0.001).
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Thus, contrary to the previous experiment, blockade of GABAergic signaling
did not aﬀect a single odorant vs. binary compound discrimination.
Appetitive olfactory PER conditioning : GABAergic si-
gnaling in the lobes is not required for feature-negative
(A+ vs. AB−) discrimination
In the honey bee brain, inhibitory GABAergic feedback to the mushroom
bodies occurs not only at the level of the calyces but also at the levels of
the lobes [22, 24, 26, 27]. While our previous experiments targeted GABAergic
signaling into the calyces, GABAergic signaling to the lobes could also be im-
portant for FN discrimination. To study this possibility, we performed a third
experiment in which we coupled FN conditioning with an injection of either
PBS or PTX into the vertical lobes of the mushroom bodies. The injection
was performed as in the previous experiments, 15 min before conditioning.
Both PBS- (n = 42) and PTX-injected bees (n = 42) learned the FN discri-
mination (Figs. 2A,B ; factor odor ; PBS group : F(1, 41) = 6.27, P < 0.05 ;
PTX group : F(1, 41) = 8.55, P < 0.01 ; interaction odor x trials ; PBS group :
F(8, 41) = 4.11, P < 0.001 ; PTX group : F(8, 41) = 6.39, P < 0.001) and
exhibited signiﬁcant discrimination at the end of conditioning (Tukey test,
P < 0.05 in both cases). Both groups also remembered the FN discrimination
one hour after conditioning (PBS group : F(1, 41) = 14.54, P < 0.001 ; PTX
group : F(1, 41) = 16.40, P < 0.001) so that no eﬀect of PTX on FN learning
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and retention could be observed when this drug was injected in the lobes of
the mushroom bodies. A similar result was obtained when PTX was injected
before and elemental discrimination A+ vs. BC− (not shown), which preserved
the necessity to discriminate a single reinforced odorant from a non-reinforced
binary compound but which presented no ambiguity at the single-odorant le-
vel. These results thus show that GABAergic feedback signaling at the level of
the lobes of the mushroom bodies is neither relevant for the resolution of a FN
discrimination nor for an elemental olfactory discrimination. No further expe-
riment with injection into the lobes was therefore performed, given the lack of
eﬀect observed. We conclude that GABAergic neurotransmission is crucial for
FN at the level of the calyces, the main input region of the mushroom bodies,
but not at the level of their output region, the lobes. In addition, this expe-
riment shows that the drug injected does not diﬀuse beyond the region of the
mushroom bodies targeted as demonstrated by the diﬀerent results obtained
upon injection into the calyces vs. the lobes.
Aversive olfactory SER conditioning : GABAergic signa-
ling in the calyces is required for feature-negative (A+ vs.
AB−) discrimination
In a fourth experiment, we used the aversive SER conditioning protocol to
determine if bees previously injected in the calyces of the mushroom bodies
with a control solution of PBS (n = 55) or with PTX (n = 55) were able to
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learn an olfactory FN discrimination in which the reinforcement was aversive (a
5.5 V electric shock) instead of being appetitive. Nine reinforced and nine non-
reinforced trials, with an inter-trial interval of 10 min, were interspersed follo-
wing a pseudorandom sequence in this conditioning protocol (18 trial in total).
This experiment was particularly interesting, as no other work had attempted
before to use an ambiguous conditioning protocol in SER conditioning. Fi-
gures 3A,B show the performance of the PBS- (n = 42) and the PTX-injected
bees (n = 42). While PBS-injected bees learned the FN discrimination (factor
odor ; F(1, 41) = 17.93, P < 0.001 ; interaction odor x trials ; PBS group :
F(9, 41) = 12.96, P < 0.001), reached a highly signiﬁcant discrimination in the
last conditioning trial (Tukey test ; P < 0.001) and remembered it one hour
after the end of conditioning (F(1, 41) = 20.50, P < 0.001), PTX-injected
bees failed in learning the FN discrimination (factor odor ; F(1, 41) = 0.38,
P > 0.05 ; interaction odor x trials ; PBS group : F(9, 41) = 0.51, P > 0.05)
and in consequence showed no retention (F(1, 41) = 0.47, P > 0.05). Thus,
as in appetitive PER conditioning, bees learned the FN discrimination and
GABAergic signaling at the level of the calyces was also necessary for solving
the problem.
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Aversive olfactory SER conditioning : GABAergic signa-
ling in the calyces is not required for an elemental A+ vs.
BC− discrimination
In a ﬁnal experiment, we determined if GABAergic feedback signaling to
the calyces is also required for an elemental olfactory discrimination between
a single reinforced odorant A and a non-reinforced binary compound BC. This
discrimination was purely elemental as each odorant was unambiguously asso-
ciated with the presence or absence of electric shock (A+, B−, C−). One hour
after the end of conditioning, a retention test was performed as before. Figures
3C,D show that both PBS- (n = 42) and PTX-injected bees (n = 42) learned
the discrimination and responded signiﬁcantly more to the punished odorant
A than to the non-punished compound BC at the end of conditioning (factor
odor ; PBS group : F(1, 41) = 36.19, P < 0.001 ; PTX group : F(1, 41) = 30.65,
P < 0.001 ; interaction odor x trials ; PBS group : F(9, 41) = 18.25, P < 0.001 ;
PTX group : F(9, 41) = 19.47, P < 0.001). Both groups reached a signiﬁcant
discrimination in the last conditioning trial (Tukey test, P < 0.001 in both
cases) and exhibited signiﬁcant retention one hour after conditioning (PBS
group : F(1, 41) = 33.87, P < 0.001 ; PTX group : F(1, 41) = 30.75, P < 0.001).
Thus, contrary to the previous experiment, blockade of GABAergic signaling
did not aﬀect a single odorant vs. binary compound discrimination in aversive
SER conditioning. GABAergic blockade at the level of the calyces remains, ho-
wever, indispensable for an olfactory FN discrimination, be it in the appetitive
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or in the aversive conditioning modality.
Discussion
The present work studied the capacity of honey bees to learn and memo-
rize a FN discrimination (A+ vs. AB−) in the olfactory domain, using both
appetitive (sucrose solution) and aversive (electric shock) reinforcements. In
parallel, we studied if this capacity depends on the mushroom bodies, and
more speciﬁcally on GABAergic feedback signaling in these structures of the
bee brain, which have been repeatedly associated with memory encoding, sto-
rage and retrieval of elemental learning problems [12, 19]. Our results show,
not only that bees learn and remember a FN discrimination both in an appeti-
tive and aversive conditioning protocol, but also that FN acquisition depends
on GABAergic signaling at the level of the calyces – but not the lobes – of
the mushroom bodies, contrary to a purely elemental task, which preserves
the opposition between single reinforced odorant and non-reinforced binary
compound but eliminates stimulus ambiguity (A+ vs. BC−). This diﬀerence
clearly shows FN solving did not follow the principles of an elemental dis-
crimination. Taken together, these results highlight the fundamental role of
mushroom bodies for higher-order ambiguous tasks and their dispensability
for the acquisition of purely elemental tasks.
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Prior studies on feature-negative discrimination in honey
bees
The capacity of bees to learn a FN discrimination has been previously
studied using both free ﬂying bees in a visual conditioning protocol [28] and
harnessed bees in the olfactory PER conditioning protocol [29]. Both works
present experimental deﬁcits that raise doubts concerning the demonstration
of FN solving. For instance, in the olfactory PER conditioning experiment
(Chandra and Smith 1998), the FN discrimination was designed in such a way
that besides delivering sucrose on target A, an aversive concentrated saline
solution was also delivered upon AB presentation ; thus, appetitive and aver-
sive reinforcements were delivered in the same protocol, a fact that confounds
the nature of the discrimination proposed : for sucrose reinforcement, the task
was indeed a FN discrimination (A+ vs AB−, with ‘+’ indicating the presence
of sucrose and ‘-‘ its absence), but for the saline reinforcement, the task was
a FP discrimination (A− vs. AB+, with ‘+’ indicating the presence of saline
solution and ‘-‘ its absence) [29]. A similar mistake was done in the visual
discrimination experiment [28] as rewarded visual targets presented appetitive
sucrose solution while ‘non-rewarding’ ones presented aversive saline solution.
As a consequence, any FP discrimination was at the same time a FN discri-
mination (and vice versa) depending on which reinforcement is considered for
the analysis. Interestingly, an additional control was performed in which saline
solution was replaced by a neutral stimulus, water. In this case, FN and FP
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designs did not have confounding FP and FN factors, respectively, but in the
case of FN, bees were practically unable to learn the task as their performance
hardly improved along FN trials. Besides these criticisms, the main problem
raised by these two works is that none of them addressed the question of the
strategy used by the bees to learn the discrimination so that it is impossible
to determine whether bees applied an elemental or a non-elemental problem
solving.
Feature-negative discrimination as a non-elemental lear-
ning problem
FN can be solved using three main processing strategies :
1) subjects may use a purely elemental strategy in which a compound AB is
the linear sum of its components A and B (AB = A + B) [4] and in which
each component enters in a separate association with reinforcement /absence
of reinforcement ; for this account, the critical cue to respond appropriately on
each trial is feature B [1]. Given the valence ambiguity characterizing stimu-
lus A, which is as often reinforced as non-reinforced, B acts as a conditioned
inhibitor, suppressing responses to the non-reinforced compound AB−. FN is
then reduced to a purely elemental problem in which subjects respond or not
on the basis of the presence/absence of B−. Clearly, bees did not treat the
FN discrimination following this elemental strategy : blocking of GABAergic
neurotransmission suppressed FN discrimination but left intact the capacity
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to solve another elemental problem A+ vs BC− in which each stimulus had an
unambiguous reinforcement outcome.
2) The second possible strategy is non-elemental as it proposes that the com-
pound AB is processed in a conﬁgural manner, i.e. as a unique conﬁguration
(X) that is only partially or totally unrelated to its elements [30] [31]. Discrimi-
nation becomes then straightforward as it opposes A+ to X−. In this strategy,
the entire conﬁguration X (instead of A and B) is associated with the absence
of reinforcement. If mushroom bodies assign a unique, conﬁgural entity to the
compound AB [21, 32], then blockade of their GABAergic neurotransmission
would suppress the possibility of solving the FN discrimination based on this
strategy. This hypothesis is consistent with the actual results of our experi-
ments.
3) The third possibility is to treat feature B as an occasion setter, i.e. as a
stimulus signaling that the conditioned stimulus A will be followed or not
by reinforcement without entering itself in direct association with reinforce-
ment [5] ; in our FN experiments, B would act as a negative occasion setter [33]
signaling that A will not be followed by reinforcement. This strategy, akin to a
contextual learning form, can also account for our results. If mushroom bodies
encode contextual or occasion-setting cues [34], impairing their function would
suppress FN resolution.
Thus, from the three possibilities, the two non-elemental accounts provide a
better framework to understand the bees’ performances in our experiments.
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This conclusion sets the basis for understanding mushroom bodies as a brain
structure enabling non-elemental forms of learning and processing.
Mushroom bodies as a neural substrate for non-elemental
problem solving
Non-elemental tasks are considered as higher-order forms of associative
learning due to their non-linearity and intrinsic stimulus ambiguity [35, 36].
Honeybees, like mammals, learn various forms of non-linear discriminations
both in the visual [37, 38] and the olfactory domain [39–42]. An illustrative
example is provided by patterning discriminations (positive patterning : A+,
B+ vs. AB−, and negative patterning : A−, B− vs. AB+), which honey bees
learn in the olfactory domain using non-elemental strategies [39–42], a capacity
that is absent in other insect models of learning and memory [43, 44]. Recent
work [45] has shown that patterning discriminations can only be mastered by
honey bees with fully functional mushroom bodies. Pharmacological blockade
of these structures abolishes positive and negative patterning but preserves
the acquisition of an elemental discrimination between single odors A and B
and a compound CD with opposite valences (A,B vs. CD). This result conﬁr-
med previous hypotheses suggesting that mushroom bodies are a key structure
for establishing non-elemental associations [13, 32, 46]. In consequence, as FN
was processed as a non-elemental discrimination by bees, its dependence on
mushroom bodies is understandable. It is, nonetheless, important to analyze
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in the light of neurobiological evidence how mushroom bodies may support
the two non-elemental strategies accounting for our FN results (see above).
The conﬁgural account relies on the assumption that the neural representa-
tion of the olfactory compound is unique and somehow diﬀerent from those
of the constitutive odorants (see above). This hypothesis has been analyzed
in calcium imaging studies of neural activity at diﬀerent stages of the olfac-
tory circuit of the honey bee [47,48]. Recordings of projection neurons, which
convey the olfactory message from the ﬁrst olfactory neuropile, the antennal
lobe, to the mushroom bodies show a departure from linearity upon compound
stimulation at the level of the mushroom bodies but not upstream [48]. It was,
therefore, suggested that compound uniqueness arises at the level of the mush-
room bodies through the inhibitory signaling provided by GABAergic feedback
neurons of the protocerebro-calycal tract (PCT) [45] [49]. These neurons, or-
ganized in two main tracts, the A3v and the A3d neurons, both getting input
signals from the mushroom body lobes and providing an inhibitory feedback to
the calyces (A3v) or the lobes themselves (A3d) [24–26], may inhibit responses
to irrelevant information [50,51], thereby enhancing attention to relevant cues
or relations [52, 53]. These feedback loops may thus allow the separation bet-
ween single-odor and compound representations, attributing thereby a unique
neural signature to each and enabling FN solving. In this scenario, blockade
of GABAergic signaling via PTX is expected to disrupt FN discrimination,
which was indeed the case. The occasion-setting account presupposes that
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feature B acts as an occasion setter, i.e. as a context signaling the lack of
association between target A and reinforcement [33]. In occasion setting, ani-
mals learn to disambiguate an uncertain conditioned stimulus using alternative
stimuli that do not enter into direct association with the unconditioned stimu-
lus and which provide the context for appropriate responding. For instance,
animals may learn to discriminate odor A reinforced from the same odor A
non-reinforced if these two situations are signalized by diﬀerent colors [54]. In
FN, feature B would provide the context for not responding to A. Mushroom
body extrinsic neurons (MENs), with broad input arborizations at the level
of the vertical lobe, have the capacity to encode diﬀerently odor cues whose
valence change with a light context, and the context itself. These neurons,
which provide a readout of learning-dependent neural restructuring within the
mushroom bodies, reduce their responses to a rewarded odor, whereas they
increase their responses to the context [34]. It thus seems feasible that mush-
room bodies encode feature B in a distinct manner from target A to provide
the basis for an account-setting solution based on MENs responses. This in-
terpretation can be, however discarded considering that GABAergic injections
into the lobes did not impair FN solving. As MENs (at least some of them)
are GABA-sensitive [55], injection of PTX should have disrupted the capacity
to solve FN in an occasion-setting manner. Furthermore, occasion setters anti-
cipate generally the target stimulus to be discriminated (forward pairing) and
extend their duration beyond it to act as contextual cues [54]. Simultaneity of
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target and occasion setter usually decreases learning, something that was not
observed in the case of feature B, which was presented simultaneously with
and had the same duration as target A. Thus, although the mushroom bodies
have the capacity to provide the neural substrate for an occasion-setting solu-
tion to the FN problem, we feel inclined to favor the conﬁgural interpretation
described in the previous paragraph. Our experiments showed that GABAer-
gic ionotropic signaling to the calyces but not the lobes is necessary for FN
solving. This result suggests that A3v neurons of the mushroom bodies, pro-
viding GABAergic feedback to the calyces, are the crucial neural substrate
supporting FN solving. They could inhibit the input to the Kenyon cells, the
constitutive cells of the mushroom bodies, and thus decrease their responses to
the conﬁgural entity of the AB compound. The fact that PTX injections into
the calyces, but not into the lobes, impaired FN learning not only serves as a
powerful control for a targeted localization of the drug but also allows refer-
ring this result to a speciﬁc subset of GABAergic feedback neurons. Indeed, no
forward GABAergic signaling to the calyces has been described, and GABAer-
gic feedback in the MBs of the honey bee brain is provided by two tracts of
FNs, the A3v cluster of the protocerebro-calycal tract (PCT), which connects
vertical and medial lobes with the calyces [26], and the A3d cluster, which
provides local feedback from the medial and vertical lobes to the vertical lobe,
acting on MENs (see above) projecting to premotor neurons [55]. Our results
indicate that from these two tracts, only the A3v cluster is necessary for achie-
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ving ambiguous learning tasks through ionotropic GABA receptors. Further
experiments combining conditioning protocols such as the negative/positive
patterning and blockade of GABAergic signaling in the mushroom bodies will
provide insight into this hypothesis.
GABAergic feedback neurons of the mushroom bodies
are necessary for solving FN in a non-elemental manner
but are dispensable for elementary discriminations : what
are mushroom bodies for ?
An important, and apparently surprising, conclusion of our work is that
mushroom bodies are dispensable for an elemental learning discrimination (A+
vs. BC−) which, contrary to FN, could be achieved under PTX blockade. Yet,
this conclusion should not be surprising as prior ﬁndings demonstrated already
the same dispensability of mushroom bodies for the acquisition and short-term,
mid-term retention of elemental, linear discriminations. For instance, lesions of
the mushroom bodies by means of hydroxyurea feeding during development did
not suppress the bees’ capacity to learn an elemental discrimination between an
odorant rewarded with sucrose and a non-rewarded odorant (A+ vs. B− ; [56]) ;
however, lesions were partial so that it can be always argued that learning was
possible based on the non-aﬀected regions of the mushroom bodies. This ar-
gument does not apply in the case of a complete blockade of mushroom body
neurotransmission by means of procaine ; in this case, bees subject to olfac-
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tory PER conditioning were unable to master a reversal learning problem in
which they ﬁrst learned to discriminate A+ from B− and then A− from B+ in
the second phase (i.e. A+ vs. B− → A− vs. B+) ; procaine injections into the
mushroom bodies performed after the ﬁrst phase impeded reversal learning in
the second phase, but left intact the capacity to learn a new discrimination
between two diﬀerent odorants C and D (i.e. A+ vs. B− → C+ vs. D−) [21].
It was therefore concluded that mushroom bodies are necessary for reversal
learning as they would allow overcoming the transient ambiguity of stimulus
valence occurring between both conditioning phases [21]. More recently, and
consistently with this conclusion and the present work, it was shown that inhi-
bition of ionotropic but not metabotropic GABAergic signaling into the calyces
of the mushroom bodies impedes reversal learning, but leaves intact the ca-
pacity to perform two consecutive elemental olfactory discriminations with no
stimulus ambiguity (A+ vs. B− → C+ vs. D−). On the contrary, inhibition
of ionotropic GABAergic signaling into the MB lobes had no eﬀect on rever-
sal learning (Boitard et.al). These results seem to be contradictory with the
extensive research performed on mushroom bodies showing that they are deﬁ-
nitely a site for storage and retrieval of elemental olfactory memories induced
by simple forms of olfactory PER conditioning in honey bees, either absolute
(A+) or diﬀerential (A+ vs. B−) [12,57]. Yet, careful analysis of experimental
evidence shows that the contradiction is only apparent. In the works discus-
sed in the previous paragraphs, neither acquisition nor short-term/mid-term
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retention were impaired upon conditioning of elemental discriminations but no
test of long-term retention was performed (i.e. at least 72 h after conditioning),
probably due to low chances of long-term survival exhibited by animals ope-
rated to receive injections into the mushroom bodies. It is thus possible that
mushroom body blockade, either via procaine or PTX, could have an eﬀect on
long-term memory (LTM) formation/retention consistent with the important
role of mushroom bodies for LTM [12, 57]. If this is the case, the acquisition
of simple learning forms and the earlier forms of memory derived from them
would be mediated not only by mushroom bodies but also by other structures
of the olfactory circuit, which could support these functions in the absence of
mushroom bodies. Structures such as the antennal lobes may be alternative
sites for the storage and eventual retrieval of olfactory memories induced by
simple learning tasks as they are a site of convergence of olfactory (CS) and
sucrose (US) information via the VUMmx1 neuron, which mediates US signa-
ling in the bee brain and which contacts not only the mushroom bodies but
also the antennal lobes and the lateral horn [58, 59]. Indeed, calcium imaging
experiments have shown short-term changes in neural activity for a rewarded
odorant following learning of a simple olfactory discrimination [60]. The long-
term, simple absolute conditioning with a single odorant paired with sugar
also induces learning-dependent structural changes in the antennal lobes [61].
Experiments in which odorant stimulation was paired with local injections of
octopamine, the neurotransmitter mediating the reinforcement properties of
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sucrose reward in the bee brain, show that a principle of redundancy exists
between the antennal lobe and the mushroom bodies for olfactory learning
and mid-term retention [62]. While pairing of odorant stimulations with octo-
pamine injections in the antennal lobes induces robust behavioral acquisition
and mid-term retention in the PER protocol (50 min after the end of condi-
tioning), the same procedure performed at the level of the mushroom bodies
does not yield evidence for acquisition but supports mid-term memory reten-
tion [62]. This diﬀerence shows that antennal lobes and mushroom bodies are
independent loci of initial formation of olfactory memory and that memory
in the mushroom bodies needs time to develop, whereas associative induction
in the antennal lobes leads to memory much more quickly. Redundancy may
be only partial as memory contents may diﬀer between antennal lobes and
mushroom bodies, in particular given the multisensory nature of mushroom
bodies and their capacity to contextualize olfactory cues (see above). Such a
redundancy is so far a main diﬀerence between bees and ﬂies, as in Drosophila
functional mushroom bodies have been repeatedly shown to be necessary both





Female honey bee foragers (Apis mellifera) were captured at the entrance
of the hive in the morning of each experimental day. To be handled properly,
they were anaesthetized on ice for a few minutes until complete immobilization.
They were then prepared for appetitive PER or aversive SER conditioning. In
the case of appetitive PER conditioning, bees were harnessed individually in
small metal tubes. Only the antennae and the mouthparts remained free to
move [66]. In the case of aversive SER conditioning, bees were harnessed on
individual holders designed for aversive stimulation via delivery of an electric
shock [16, 17, 67]. Holders consisted of two brass plates ﬁxed to a Plexiglas
plate. Brass plates were connected to the output of the stimulator (60 Hz –
AC current). The resistance measured between the two plates in the presence
of the bee was 200-300 Kω. Conductance gel (Sigma gel 250g, Parker Labo-
ratories, USA) diluted in distilled water (50%) was applied below the thorax
to ensure eﬃcient shock delivery. Room temperature was maintained at 25°C.
Both for appetitive and aversive conditioning, low melting-point wax was used
to immobilize the head and facilitate drug injection. As FN conditioning was
combined with localized microinjections of the GABAergic antagonist PTX
in the bee brain, a piece of cuticle was removed from the head to expose the
brain and allow later injections. The brain was then accessible through a win-
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dow located between the compound eyes, the antennae and the median ocellus.
The piece of cuticle was then put back in its original position to avoid brain
desiccation. Bees were fed with 5μL of sucrose solution (50% weight/weight)
before being stored in a dark humid chamber at room temperature for 3 hours
in order to allow recovery until the experiment.
Injections
Picrotoxin (PTX 5μM, Sigma-Aldrich France) was used to block ionotropic
GABA receptors [68]. We used the procedure established by Devaud et al. [21]
for microinjections in the MBs of the honey bee. Brieﬂy, PTX was dissolved
in a phosphate buﬀer saline solution (PBS) which was also used as a control.
The PBS (in mM) solution consisted of : sucrose, 160 ; glucose, 25 ; HEPES,
10 ; MgCl2, 4 ; NaCl, 130 ; KCl, 6 ; CaCl2, 5 (pH 6.7). Methylene blue (1 mM,
Sigma-Aldrich France) was added to the solutions to visualize and control the
success and correct location of injections. The volume of the injected solution
was ﬁrst calibrated by injecting the solution into a drop of mineral oil using
a Malassez cell. Depending on the experiment, a volume of 0.5 nL of PTX
or PBS was injected bilaterally, between the lateral and median calyces, or
in the vertical lobes of the MBs using a pulled glass capillary (GC 100-10,
Harvard Apparatus, Les Ulis, France) connected to a pressure micro-injector
(FemtoJet express, Eppendorf, France). The injection was performed 15 min
before the start of FN conditioning. Pilot experiments were designed to de-
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ﬁne the concentration of PTX necessary to target eﬃciently ionotropic GABA
receptors, while leaving intact the capacity to learn a simple olfactory discri-
mination. Three hours after opening a window in the head capsule and 15
min before conditioning, bees were injected in the MB calyces with either PBS
or PTX, and subject to a classical diﬀerential conditioning with a rewarded
odor A and an unrewarded odor B (A+ vs. B−). Three concentrations were
assayed, each in an independent group of bees : 1 μM, 10 μM or 100 μM. The
higher PTX concentration (100 μm) abolishes inhibitory GABAergic signaling
when injected into the antennal lobes before a diﬀerential conditioning in ho-
ney bees [69], locusts [70], moths [71] and fruit ﬂies [72]. Control bees injected
with PBS learned the olfactory discrimination, while PTX-injected bees lear-
ned it at a concentration of 1 μM but not of 100 μM. The concentration of 10
μM yielded intermediate results (not shown). We thus chose a concentration
of 5 μM PTX (between 1 and 10 μM) as a concentration ensuring eﬃcient A+
vs. B− discrimination in our experiments (see also Boitard et al. [49]).
Experiments
After dissection, bees experienced a 3-h rest followed by an injection of
PBS or PTX, either between the lateral and median calyces or in the vertical
lobes. Conditioning started ﬁfteen minutes after injection. Two types of expe-
riments were performed : feature-negative discrimination (A+ vs. AB−) and
its elemental control, the non-ambiguous discrimination (A+ vs. BC−). Expe-
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riments were performed using either the appetitive (PER conditioning) or the
aversive protocol (SER conditioning). Odorants used were limonene [(R)-(+)-
limonene 97%, Sigma-Aldrich France], eugenol (eugenol ≥ 99%, Sigma-Aldrich
France) and 1-heptanal (1-heptanal ≥ 99%, Sigma-Aldrich France). Their roles
as A, B or C were balanced. A retention test was performed one hour after the




We followed the standard procedure described in Matsumoto et al. [66]. In
all experiments, only bees responding with a PER to the sucrose stimulus be-
fore conditioning and after the retention test were used. Each conditioning trial
lasted 40 seconds, starting with the bee being positioned in front of the odor-
delivery system sending a clean air ﬂow at 90-100 mL/min. Fifteen seconds
after the start of the trial, the odorant was delivered by a computer-controlled
olfactometer during 4 sec by diverting the air ﬂow through a syringe contai-
ning a ﬁlter paper soaked with 4 μL of pure odorant (or through two syringes
containing each odorant in the case of the mixture). To induce a PER in the
case of the rewarded odor presentations, both antennae were simultaneously
touched with a toothpick soaked with 50% (weight/weight) sucrose solution
during 3 s, starting 3 s after the odor onset. Therefore, the inter-stimulus in-
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terval was 3 s and the stimulus overlap was 1 s. Conditioning consisted of 8
rewarded and 8 non-rewarded trials presented in a pseudorandomized sequence
(16 trials in total). The intertrial interval was 8 minutes. Tests followed the
same dynamic as conditioning trials but no reward was delivered during odor
presentation. The intertest interval was the same as the intertrial interval. The
sequence of odorant presentations was randomized from bee to bee.
Olfactory SER conditioning
We followed the standard procedure described in Vergoz et al. [16]. In all
experiments, only bees responding with a SER to the shock stimulus before
conditioning and after the retention test were used. Each conditioning trial
lasted 50 seconds. Odorant stimulation was performed manually using a 50
mL syringe containing a ﬁlter paper soaked with 5 μL of pure odorant, or
5 μL of each odorant in the case of the mixture. Twenty seconds after the
start of the trial, the odorant was delivered during 5 sec. To induce a SER
in the case of the punished odor presentations, a 5,5 V electrical shock was
delivered by a computer-controlled stimulator (60 Hz – AC current) during 2
s, starting 3 s after the odor onset. Therefore, the inter-stimulus interval was
3 s and the stimulus overlap was 2 s. The conditioning consisted of 9 punished
and 9 non-punished trials presented in a pseudorandomized sequence (18 trials
in total). The intertrial interval was 10 minutes. Retention tests followed the
same dynamic as conditioning trials but no shock was delivered during odor
presentation. The intertest interval was the same as the intertrial interval. The
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sequence of odorant presentations was randomized from bee to bee.
Data transformation and statistical analysis
All results are presented as percentages of bees exhibiting a proboscis or a
sting extension response (PER or SER, respectively) to the conditioned odo-
rants (% conditioned responses). The data met the conditions required to apply
an ANOVA to a dichotomous dependent variable [73] and thus allowed the use
of repeated-measurement ANOVA for comparisons between and within groups.
A Tukey HSD post-hoc analysis was performed after ANOVA to detect sta-




Figure 1 – Blockade of ionotropic GABA receptors in the calyces of the mush-
room bodies impairs the acquisition of an appetitive feature-negative discrimi-
nation (A+ vs. AB−) but not of an elemental discrimination (A+ vs. BC−).
The ﬁgures show the percentage of conditioned proboscis extension responses
(PER %) to the odorants during odor-sucrose trials and in a retention test.
(A) Learning and retention of a feature-negative discrimination (A+ vs. AB− ;
A : solid line and black bar ; AB : dashed line and grey bar) of a group of
bees (n = 55) injected with PBS in the calyces of the mushroom bodies. (B)
Same as in (A) but after injection of picrotoxin (PTX ; n = 55). (C) Learning
and retention of an elemental discrimination (A+ vs. BC− ; A : solid line and
black bar ; BC : dashed line and grey bar) of a group of bees (n = 43) injected
with PBS in the calyces of the mushroom bodies. (D) Same as in (C) but after
injection of PTX (n = 43). *p < 0.05 ; ***p < 0.001.
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Figure 2 – Blockade of ionotropic GABA receptors in the lobes of the mush-
room bodies does not impair the acquisition of an appetitive feature-negative
discrimination (A+ vs. AB−). The ﬁgures show the percentage of conditioned
proboscis extension responses (PER %) to the odorants during odor-sucrose
trials and in a retention test. (A) Learning and retention of a feature-negative
discrimination (A+ vs. AB− ; A : solid line and black bar ; AB : dashed line
and grey bar) of a group of bees (n = 42) injected with PBS in the lobes of
the mushroom bodies. (B) Same as in (A) but after injection of PTX (n = 42).
**p < 0.01.
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Figure 3 – Blockade of ionotropic GABA receptors in the calyces of the mush-
room bodies impairs the acquisition of an aversive feature-negative discrimina-
tion (A+ vs. AB−) but not of an elemental discrimination (A+ vs. BC−). The
ﬁgures show the percentage of conditioned sting extension responses (SER %)
to the odorants during odor-shock trials and in a retention test. (A) Learning
and retention of a feature-negative discrimination (A+ vs. AB− ; A : solid line
and black bar ; AB : dashed line and grey bar) of a group of bees (n = 42)
injected with PBS in the calyces of the mushroom bodies. (B) Same as in (A)
but after injection of picrotoxin (PTX ; n = 42). (C) Learning and retention of
an elemental discrimination (A+ vs. BC− ; A : solid line and black bar ; BC :
dashed line and grey bar) of a group of bees (n = 42) injected with PBS in
the calyces of the mushroom bodies. (D) Same as in (C) but after injection of
PTX (n = 42). ***p < 0.001.
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Table des ﬁgures
1.1 Les Hyménoptères constituent un ordre d’insectes très varié.
Ici, quelques espèces représentatives (de gauche à droite) : un
symphyte, une guêpe, une fourmi et une abeille domestique.
Modiﬁé d’après la librairie en ligne de John R. Meyer, North
Carolina State University (2009). . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.2 Réﬂexe d’extension du proboscis, inné ou conditionné par un
apprentissage associatif appétitif. D’après Matsumoto et coll.
(2012) [12]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.3 Réﬂexe d’extension du dard, inné ou obtenu par un apprentis-
sage associatif aversif. D’après Tedjakumala et coll. (2013) [10]. 12
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1.4 Les multiples phases de la formation de la mémoire chez l’abeille.
Le conditionnement du REP en un seul essai entraine la forma-
tion de la mémoire à court et moyen terme (STM et MTM, en
Anglais), tandis que des essais répétés entraine la formation de
la mémoire à long terme tardive puis précoce (e-LTM et l-LTM,
respectivement). Les récepteurs cholinergiques du circuit olfac-
tif sont activés par une odeur (CS, en Anglais), et le neurone
octopaminergique VUMmx1 est activé par le sucre et entraine
l’initiation d’une signalisation représentée en bas. La transition
entre la mémoire à court et moyen terme dépend de la protéine
kinase C (PKC). Une voie moléculaire parallèle impliquant la
PKA permet la transition en mémoire à long terme précoce (e-
LTM). La phase tardive dépendante de la traduction (l-LTM)
est initiée par la suite ou en parallèle à la phase précoce. D’après
Menzel (2012), modiﬁé d’après Müller (2002) [16,17]. . . . . . . 14
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1.5 Représentation du cerveau de l’abeille en place dans la capsule
céphalique (en haut) et détaillé ex situ (en bas). Les diﬀérents
neuropiles sont déﬁnis par convention par diﬀérentes couleurs :
corps pédonculés (en rouge), lobes antennaires (en bleu) et lobes
optiques (en jaune). Les composants du cerveau moyen sont fu-
sionnés en transparence pour simpliﬁer la représentation. La
barre d’échelle représente 300 μm. Les abréviations sont en An-
glais ; CB : corps central ; PL : lobe protocérébral ; ppl : lobe
protocérébral postérieur, Lo : lobula ; Me : medulla, li : lèvre,
co : collier, br : anneau basal, lh : corne latérale, ot : tubercule
optique, lac : lobe accessoire latéral, mc : calice median, lc :
calice lateral, pe : péduncule, α : lobe alpha vertical, β : lobe
médian beta, SOG : ganglion sous-oesophagien. Modiﬁé d’après
Rybak et coll. (2010) [40]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
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1.6 Représentation schématique dans le cerveau d’abeille des inner-
vations et de la contingence des voies neuronales transmettant
l’information olfactive du stimulus conditionnel (en bleu, hémi-
sphère gauche) et l’information gustative du stimulus incondi-
tionnel (en rouge, hémisphère droit) impliquées dans l’appren-
tissage associatif appétitif. Le lobe antennaire (AL) reçoit les
informations olfactives (en bleu), que les neurones de projection
(PN) convoient ensuite par diﬀérents tracta jusqu’aux aires su-
périeures : corps pédonculés (MB) et corne latérale (LH). Les
dendrites des cellules de Kenyon forment les calices (ca) et leurs
axones le pédoncule (Pe) et les lobes verticaux α et médians
β. Les neurones centrifuges (CN, en mauve) exercent une mo-
dulation rétrograde sur les lobes antennaires. Le signal gustatif
apporté par le neurone VUMmx1 (en rouge) est envoyé au lobe
antennaire, à la corne latérale et aux calices des CP. Modiﬁé
d’après Giurfa (2013) [5]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
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1.7 Représentation schématique dans le cerveau d’abeille des inner-
vations et de la contingence des voies neuronales transmettant
l’information olfactive du stimulus conditionnel (en bleu, hémi-
sphère gauche) et l’information nociceptive du stimulus incon-
ditionnel (groupes de neurones dopaminergiques, en rose) impli-
quées dans l’apprentissage associatif aversif. Le signal nociceptif,
potentiellement traité par les neurones dopaminergiques C1–C3
(en rose) est envoyé dans les lobes α verticaux, le corps central
(CB) et les calices, où se fait la congruence avec le signal olfactif.
Modiﬁé d’après Tedjakumala et Giurfa (2013) [10]. . . . . . . . 32
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1.8 A gauche, représentation schématique du circuit inhibiteur des
neurones récurrents (en rouge) des corps pédonculés chez l’abeille.
Leurs corps cellulaires, situé près des lobes optiques, projette ses
expansions dendritiques au niveau des lobes où l’information est
captée, traitée puis renvoyée au niveau de la lèvre des calices
médians et latéraux, qui constitue la zone d’aﬀérence olfactive
des corps pédonculés. D’après Ganeshina et Menzel (2001) [43].
A droite, montage de plusieurs photo-micrographies d’une pré-
paration entière à diﬀérentes profondeurs en vue frontale d’un
groupe de quatre neurones récurrents marqués au cobalt chez
l’abeille. Le pédoncule et le lobe β ne sont pas visibles. α : lobe
vertical α ; cb : corps cellulaires ; med, lat : calice médian et la-
téral ; sb : branches des neurones récurrents en dehors des lobes
verticaux ; n : neurites ; PCT : tractus protocérébro-calical. Les
contours du lobe vertical sont indiqués en traits pleins, et la
barre d’échelle représente 100 μm. D’après Gronenberg (1987) [63]. 34
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1.9 Représentation schématique simpliﬁée de la circuiterie interne
des neurones PCT au sein des corps pédonculés, entre les dif-
férentes couches du lobe vertical (en bas) et le calice. Les ﬂèches
indiquent le ﬂux d’information, issu des cellules de Kenyon (traits
en tiret) et des neurones récurrents PCT (traits pleins). Les
aﬀérences dans les calices sont réparties en fonction des sous
compartiments, la lèvre (aﬀérences olfactives), le collier (aﬀé-
rences visuelles) et l’anneau basal (aﬀérences mixtes). Dans le
lobe vertical, les cellules de Kenyon font synapse avec les neu-
rones extrinsèques eﬀérents (non visibles). Les neurones PCT
(FN1–FN4) convoient de façon récurrente l’information des lobes
aux calices. En plus de l’absence de correspondance du transfert
d’informations par le groupe FN2, un sous-groupe de cellules de
Kenyon de la région du collier termine ventralement dans les
couches du lobe vertical [50] indiquant des connections non cor-
respondantes. Modiﬁé d’après Grünewald (1999) [53]. . . . . . . 36
1.10 Molécule de GABA. D’après Sattelle et coll. (1991) [71]. . . . . 39
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1.11 Schéma simpliﬁé d’un récepteur-canal de type ionotropique (à
gauche) et d’un récepteur métabotropique couplé à une pro-
téine G à sept domaines transmembranaires (à droite). Le site
de ﬁxation du ligand est représentée par le disque rouge. EC :
compartiment extra-cellulaire ; MB : membrane ; IC : comparti-
ment intra-cellulaire. Modiﬁé d’après Barbara (2007) [72]. . . . . 40
1.12 Schéma simpliﬁé des conﬁgurations structurales des trois super-
familles de récepteurs canaux à trois, quatre ou cinq sous-unités
(en haut) et la composition des sous-unités correspondantes (en
bas) à deux, trois ou quatre domaines transmembranaires, res-
pectivement. Le site de ﬁxation du ligand sur chaque type de
récepteur est représenté par le cercle rouge. Modiﬁé d’après Bar-
bara (2007) [72]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
2.1 Molécule de CGP54626 hydrochloride. D’après Sattelle, 1991 [71]. 53
2.2 Molécule de Picrotoxine. D’après Sattelle (1991) [71]. . . . . . . 54
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2.3 Spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai de conditionne-
ment simple, pour les groupes injectés à la PTX (à gauche) et
la CGP54626 (à droite) au niveau des calices des CP (PTX : n
= 49, 26, 34 et 22 ; CGP54626 : n = 27, 26, 28 et 29). La ﬂèche
représente la gamme de concentration dans laquelle la dose eﬃ-
cace pour la suite des expériences a été établie. Les diﬀérences
entre groupes ont été obtenues par le calcul statistique du test de
Dunnett de comparaison de proportions par rapport au groupe
contrôle : * P < 0, 05. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
2.4 Modèle de dissection de la capsule céphalique de l’abeille per-
mettant d’accéder au cerveau et de procéder aux micro-injections
pharmacologiques. Les sites d’injections dans les calices (au mi-
lieu) ou dans les lobes verticaux (en bas) en fonction de l’expé-
rience sont représentés par des cercles rouges. . . . . . . . . . . 60
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2.5 Conditionnement de la réponse d’extension du proboscis d’une
abeille en contention. L’odeur constituant le stimulus condition-
nel, dont la présentation est symbolisée par le rectangle rouge,
est initialement neutre et n’induit pas de réponse. L’association
de l’odeur et de la récompense sucrée, ou stimulus incondition-
nel dont la présentation est symbolisée par le rectangle bleu, en-
gendre l’établissement d’une mémoire associative et induit une
réponse conditionnée (REP) à l’odeur seule après conditionne-
ment. Modiﬁé d’après Matsumoto et coll. (2012) [12]. . . . . . . 64
2.6 Séquence temporelle de conditionnement de l’inversion de consigne,
montrant l’alternance des 5 présentations du stimulus condition-
nel renforcé (associé au sucre, en noir) et des 5 présentations du
stimulus non renforcé. Le test de rétention de mémoire consiste
à présenter une heure après chaque odeur, sans renforcement. La
séquence d’un essai est détaillée dans la partie du bas, et com-
prend après la familiarisation la présentation conjointe SC+ et
SI ou SC− seul. Modiﬁé d’après Matsumoto et coll. (2012) [12]. 67
314
Table des ﬁgures
2.7 Séquence temporelle de conditionnement appétitif du feature
négatif, montrant l’alternance des 8 présentations de l’odeur
seule renforcée (en blanc) et des 8 présentations du mélange
non renforcé (en gris). Le test de rétention de mémoire consiste
à présenter une heure après chaque odeur, sans renforcement.
Modiﬁé d’après Matsumoto et coll. (2012) [12]. . . . . . . . . . . 71
2.8 Séquence temporelle de conditionnement aversif de feature né-
gatif, montrant l’alternance des 9 présentations de l’odeur seule
(en blanc) renforcée par le choc électrique (en noir) et des 9
présentations du mélange non renforcé (en gris). Le test de ré-
tention de mémoire consiste à présenter une heure après chaque
odeur, sans renforcement. Modiﬁé d’après Matsumoto et coll.
(2012) [12]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
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3.1 L’anesthésie des CP altère l’acquisition et le rappel de l’inversion
de consigne (A+ B− → A− B+). La ﬁgure montre le pourcentage
de réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP)
aux odeurs au cours des phases de conditionnement et du test
de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne
en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées
au PBS (n = 36, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à
la Procaïne (n = 36, en bas) au niveau des lobes verticaux. La
ligne verticale en pointillés indique l’étape d’injection pendant
la transition entre les deux phases. ANOVA à mesures répétées,
test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. 87
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3.2 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP altère l’acquisition et le rappel de l’inversion de consigne
(A+ B− → A− B+). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses
conditionnées d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au
cours des phases de conditionnement et du test de rétention à
une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne en tirets et
barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées au PBS (n =
40, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine
(n = 40, en bas) au niveau des calices. La ligne verticale en
pointillés indique l’étape d’injection pendant la transition entre
les deux phases. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de
Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . . . 92
3.3 Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de l’inversion de consigne de la Figure 3.2 (page 92), entre le
groupe contrôle injecté au PBS (n = 40, en noir) et celui injecté
à la PTX (n = 40, en gris) au niveau des calices des CP. La
diﬀérence entre les deux groupes a été obtenue par le calcul
statistique du test de Dunnett : *** P < 0, 001. . . . . . . . . . 94
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3.4 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de deux phases de
discrimnation simples (A+ B− → C+ D−). La ﬁgure montre le
pourcentage de réponses conditionnées d’extension du proboscis
(% REP) aux odeurs au cours des phases de conditionnement
(A / C : ligne pleine ; B / D : ligne en tirets) et du test de
rétention à une heure (C : barre noire ; D : barre grise) du groupe
contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 40, en haut) et du
groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 40, en bas) au
niveau des calices. La ligne verticale en pointillés indique l’étape
d’injection pendant la transition entre les deux phases. ANOVA
à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; **
P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99
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3.5 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de l’extinction de
mémoire (A+ B− → A− B−). La ﬁgure montre le pourcentage
de réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP)
aux odeurs au cours des phases de conditionnement et du test
de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne
en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées
au PBS (n = 40, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la
Picrotoxine (n = 40, en bas) au niveau des calices. La ligne ver-
ticale en pointillés indique l’étape d’injection pendant la tran-
sition entre les deux phases. ANOVA à mesures répétées, test
post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . 105
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3.6 Le blocage des récepteurs au GABA métabotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de l’inversion de
consigne (A+ B− → A− B+). La ﬁgure montre le pourcentage
de réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP)
aux odeurs au cours des phases de conditionnement et du test
de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne
en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées
au PBS (n = 40, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la
CGP54626 (n = 40, en bas) au niveau des calices. La ligne ver-
ticale en pointillés indique l’étape d’injection pendant la tran-
sition entre les deux phases. ANOVA à mesures répétées, test
post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . 109
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3.7 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de l’inversion de
consigne (A+ B− → A− B+). La ﬁgure montre le pourcentage
de réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP)
aux odeurs au cours des phases de conditionnement et du test
de rétention à une heure (A : ligne pleine et barre noire ; B : ligne
en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles injectées
au PBS (n = 40, en haut) et du groupe d’abeilles injectées à la
Picrotoxine (n = 40, en bas) au niveau des lobes verticaux. La
ligne verticale en pointillés indique l’étape d’injection pendant
la transition entre les deux phases. ANOVA à mesures répétées,
test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.114
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3.8 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel de deux phases de
discrimnation simples (A+ B− → C+ D−). La ﬁgure montre le
pourcentage de réponses conditionnées d’extension du proboscis
(% REP) aux odeurs au cours des phases de conditionnement
(A / C : ligne pleine ; B / D : ligne en tirets) et du test de
rétention à une heure (C : barre noire ; D : barre grise) du groupe
contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 40, en haut) et du
groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 40, en bas)
au niveau des lobes verticaux. La ligne verticale en pointillés
indique l’étape d’injection pendant la transition entre les deux
phases. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : *
P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . . . . . . . . 117
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4.1 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP altère l’acquisition et le rappel du feature négatif ap-
pétitif (A+ AB−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses
conditionnées d’extension du proboscis (% REP) aux odeurs au
cours du conditionnement et du test de rétention à une heure
d’une discrimination de feature négatif (A+ : ligne pleine et
barre noire ; AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe
contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 55, en haut) et du
groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 55, en bas) au
niveau des calices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de
Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . . . 126
4.2 Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de feature négatif de la Figure 4.1 (page 126), entre le groupe
contrôle injecté au PBS (n = 55, en noir) et celui injecté à la
PTX (n = 55, en gris) au niveau des calices des CP. La diﬀérence
entre les deux groupes a été obtenue par le calcul statistique du
test de Dunnett : *** P < 0, 001. . . . . . . . . . . . . . . . . . 127
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4.3 L’altération de l’acquisition et du rappel du feature négatif ap-
pétitif (A+ AB−) par le blocage des récepteurs au GABA iono-
tropiques des calices des CP n’est pas liée à un eﬀet retard. La
ﬁgure montre le pourcentage de réponses conditionnées d’exten-
sion du proboscis (% REP) aux odeurs au cours du condition-
nement et du test de rétention à une heure d’une discrimina-
tion étendue de feature négatif (A+ : ligne pleine et barre noire ;
AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles
injectées au PBS (n = 52, en haut) et du groupe d’abeilles
injectées à la Picrotoxine (n = 52, en bas) au niveau des ca-
lices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : *
P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . . . . . . . . 130
4.4 Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de feature négatif étendu de la Figure 4.3 (page 130), entre le
groupe contrôle injecté au PBS (n = 52, en noir) et celui injecté
à la PTX (n = 52, en gris) au niveau des calices des CP. La
diﬀérence entre les deux groupes a été obtenue par le calcul
statistique du test de Dunnett : *** P < 0, 001. . . . . . . . . . 131
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4.5 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel d’une discrimnation
de mélange simple (A+ BC−). La ﬁgure montre le pourcentage
de réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP)
aux odeurs au cours du conditionnement et du test de rétention
à une heure d’une discrimination simple (A+ : ligne pleine et
barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise) du groupe
contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 43, en haut) et du
groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 43, en bas) au
niveau des calices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de
Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . . . 134
4.6 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel du feature négatif
appétitif (A+ AB−). La ﬁgure montre le pourcentage de ré-
ponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP) aux
odeurs au cours du conditionnement et du test de rétention à
une heure d’une discrimination de feature négatif (A+ : ligne
pleine et barre noire ; AB− : ligne en tirets et barre grise) du
groupe contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 42, en haut) et
du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 42, en bas)
au niveau des lobes verticaux. ANOVA à mesures répétées, test
post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . 140
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4.7 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des lobes des
CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel d’une discrimnation de
mélange simple (A+ BC−). La ﬁgure montre le pourcentage
de réponses conditionnées d’extension du proboscis (% REP)
aux odeurs au cours du conditionnement et du test de rétention
à une heure d’une discrimination simple (A+ : ligne pleine et
barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise) du groupe
contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 42, en haut) et du
groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 42, en bas) au
niveau des lobes verticaux. ANOVA à mesures répétées, test
post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . 143
4.8 Les abeilles sont capables d’apprendre une tâche de feature né-
gatif aversif (A+ AB−). La ﬁgure montre le pourcentage de ré-
ponses conditionnées d’extension du dard (% RED) aux odeurs
au cours du conditionnement et du test de rétention à une heure
d’une discrimination de feature négatif (A+ : ligne pleine et barre
noire ; AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe d’abeilles
conditionnées (n = 115). ANOVA à mesures répétées, test post-
hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . 148
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4.9 Les abeilles sont aussi capables d’apprendre une discrimination
de mélange simple aversive (A+ BC−). La ﬁgure montre le pour-
centage de réponses conditionnées d’extension du dard (% RED)
aux odeurs au cours du conditionnement et du test de rétention
à une heure d’une discrimination simple (A+ : ligne pleine et
barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise) du groupe
d’abeilles conditionnées (n = 47). ANOVA à mesures répétées,
test post-hoc de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001.150
4.10 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP altère l’acquisition et le rappel du feature négatif aversif
(A+ AB−). La ﬁgure montre le pourcentage de réponses condi-
tionnées d’extension du dard (% RED) aux odeurs au cours du
conditionnement et du test de rétention à une heure d’une dis-
crimination de feature négatif (A+ : ligne pleine et barre noire ;
AB− : ligne en tirets et barre grise) du groupe contrôle d’abeilles
injectées au PBS (n = 42, en haut) et du groupe d’abeilles
injectées à la Picrotoxine (n = 42, en bas) au niveau des ca-
lices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc de Tukey : *
P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . . . . . . . . 153
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4.11 Diﬀérence dans la spéciﬁcité des réponses lors du dernier essai
de feature négatif aversif de la Figure 4.10 (page 153), entre le
groupe contrôle injecté au PBS (n = 42, en noir) et celui injecté
à la PTX (n = 42, en gris) au niveau des calices des CP. La
diﬀérence entre les deux groupes a été obtenue par le calcul
statistique du test de Dunnett : *** P < 0, 001. . . . . . . . . . 154
4.12 Le blocage des récepteurs au GABA ionotropiques des calices
des CP n’altère pas l’acquisition ni le rappel d’une discrimna-
tion de mélange simple aversive (A+ BC−). La ﬁgure montre le
pourcentage de réponses conditionnées d’extension du dard (%
RED) aux odeurs au cours du conditionnement et du test de
rétention à une heure d’une discrimination simple (A+ : ligne
pleine et barre noire ; BC− : ligne en tirets et barre grise) du
groupe contrôle d’abeilles injectées au PBS (n = 42, en haut) et
du groupe d’abeilles injectées à la Picrotoxine (n = 42, en bas)
au niveau des calices. ANOVA à mesures répétées, test post-hoc
de Tukey : * P < 0, 05 ; ** P < 0, 01 ; *** P < 0, 001. . . . . . . 157
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5.1 Proportions d’abeilles non apprenantes (en blanc) et d’abeilles
apprenantes utilisant préférentiellement la stratégie élémentaire
(en noir) ou non élémentaire (en gris) dans le cadre de l’inver-
sion de consigne appétitive. Pour le protocole simple non am-
bigu (A+ B− puis C+ D−, à gauche) il apparait que 85% des
abeilles sont capables de résoudre la tâche d’apprentissage, et ce
a priori selon une résolution de type élémentaire. En parallèle
pour le protocole ambigu (A+ B− puis A− B+, à droite), 40%
des abeilles sont capables d’apprendre, dont 20% par la voie
élémentaire et 20% par la voie non élémentaire. Les 60% res-
tants (ou 15% pour la condition contrôle) ne parviennent pas à
apprendre le protocole. Les diﬀérences statistiques ont été obte-
nues par le calcul du test de Dunnett : dans le cas du protocole
simple, tous les groupes sont diﬀérents entre eux (P < 0, 001) ;
dans le cas du protocole ambigu, le dernier groupe est diﬀérent
(P < 0, 001) et tous sont diﬀérents par rapport aux groupes
correspondants de la condition contrôle (P < 0, 001). . . . . . . 171
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5.2 Proportions d’abeilles non apprenantes (en blanc) et d’abeilles
apprenantes utilisant préférentiellement la stratégie élémentaire
(en noir) ou non élémentaire (en gris) dans le cadre du fea-
ture négatif appétitif. Pour le protocole simple non ambigu (A+
BC−, à gauche) il apparait que 65% des abeilles sont capables de
résoudre la tâche d’apprentissage, et ce a priori selon une résolu-
tion de type élémentaire. En parallèle pour le protocole ambigu
(A+ AB−, à droite), 40% des abeilles sont capables d’apprendre,
dont 15% par la voie élémentaire et 25% par la voie non élémen-
taire. Les 60% restants (ou 35% pour la condition contrôle) ne
parviennent pas à apprendre le protocole. Les diﬀérences statis-
tiques ont été obtenues par le calcul du test de Dunnett : dans
le cas du protocole simple, tous les groupes sont diﬀérents entre
eux (P < 0, 001) ; dans le cas du protocole ambigu, les deux pre-
miers groupes sont diﬀérents entre eux (P < 0, 05) et diﬀérents
du dernier (P < 0, 001), et tous sont diﬀérents par rapport aux
groupes correspondants de la condition contrôle (P < 0, 001). . . 172
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5.3 Proportions d’abeilles non apprenantes (en blanc) et d’abeilles
apprenantes utilisant préférentiellement la stratégie élémentaire
(en noir) ou non élémentaire (en gris) dans le cadre du feature
négatif aversif. Pour le protocole simple non ambigu (A+ BC−,
à gauche) il apparait que 55% des abeilles sont capables de ré-
soudre la tâche d’apprentissage, et ce a priori selon une résolu-
tion de type élémentaire. En parallèle pour le protocole ambigu
(A+ AB−, à droite), 45% des abeilles sont capables d’apprendre
et ce par la voie non élémentaire. Les 55% restants (ou 45%
pour la condition contrôle) ne parviennent pas à apprendre le
protocole. Les diﬀérences statistiques ont été obtenues par le
calcul du test de Dunnett : dans le cas du protocole simple, le
deuxième groupe est diﬀérent (P < 0, 001) ; dans le cas du pro-
tocole ambigu, le premier groupe est diﬀérent (P < 0, 001) et
seuls les deux premiers sont diﬀérents par rapport aux groupes
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